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BAP1   BRCA1 associated protein-1 encoded gene 
CAIX   carbonic anhydrase IX 
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c-Kit   Tyrosinkinase KIT 
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TGF   Transforming Growth Factor 
TNF   Tumornekrosefaktor 
TRBP   TAR RNA binding protein  
UCLA   University of California Los Angeles 
UICC    Union for International Cancer Control 
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VCAM-1  vascular cell adhesion molecule-1 
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Das NZK ist der dritthäufigste Tumor des Urogenitaltraktes und das kzNZK mit 75% 
der häufigste Subtyp des NZKs. Patienten mit einem NZK besitzen zu 30% bereits 
zum Diagnosezeitpunkt Metastasen und 30-50% entwickeln im weiteren Verlauf 
Metastasen. Die Metastasierung stellt den wichtigsten prognoselimitierenden Faktor 
dar. Um das individuelle Metastasierungsrisiko bestimmen zu können, sind bisher 
keine hinreichenden klinischen und histopathologischen Parameter vorhanden. 
MiRNAs sind nicht kodierende einzelsträngige RNA-Moleküle mit einer Länge von ca. 
22 nt. Den miRNAs wird eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung, dem -progress 
und für die Metastasierung zugesprochen. Somit sind miRNAs potentielle Biomarker 
für Diagnostik und Prognosebewertung von Tumoren. Zu Beginn der 
Promotionsarbeit war für verschiedene Karzinome die metastasierungsassoziierte 
Funktion von miRNAs bereits belegt. Allerdings lagen für das NZK zur Bedeutung 
von miRNAs im Prozess der Metastasierung wenige Daten vor. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Expression von verschiedenen miRNAs in metastasierten und nicht 
metastasierten Primärtumoren different ist. Allerdings wurden die Expressionsprofile 
von miRNAs nicht in Fernmetastasen untersucht, sodass das Ziel der vorliegenden 
Arbeit darin bestand, die Hauptmetastasierungsorte hinsichtlich der miRNA-
Expression spezifischer miRNAs zu untersuchen und ortsspezifische 
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu explorieren, um somit ein besseres 
Verständnis über den Prozess der Metastasierung zu gewinnen. 
 
In Vorarbeiten wurden mit Hilfe von Microarrayanalysen 4 Kandidaten-miRNAs  
(miR-10b, -33b*, -615 und -199b) ausgewählt, die zwischen Primärtumoren und 
Lungenmetastasen die größten Unterschiede aufwiesen. Im Rahmen der 
Promotionsarbeit erfolgte die Validierung der Microarrayergebnisse an einem 
größeren Patientenpool von insgesamt 110 Proben. Unter Einbeziehung von 
kryokonservierten und FFPE-Gewebeproben beinhaltet dieser Patientenpool 
Normalgewebe, nicht metastasierte Primärtumoren und metastasierte Primärtumoren 
mit unterschiedlichen Metastasierungsorten und Metastasen. Zunächst wurde an 
Gewebeschnitten die HE-Färbung durchgeführt, um geeignete Areale mit einem 
hohen Tumorzellanteil auszuwählen. Anschließend wurde die GesamtRNA der 
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Proben extrahiert und die miRNA-Expression mit  
qRT-PCR bestimmt. Für die Auswertung der Daten wurden die Statistikprogramme 
SPSS und REST verwendet. 
Bei der Überprüfung der Microarrayergebnisse an kryokonservierten Geweben 
konnten die Expressionsänderungen in Lungenmetastasen für alle 4 miRNAs 
bestätigt werden. Bei der Validierung der Ergebnisse in FFPE-Proben konnten die 
Expressionsunterschiede für miR-10b, -615 und -199b verifiziert werden, wenngleich 
die fold changes im Vergleich zu kryokonservierten Proben etwas geringer waren. 
Folglich sind archivierte FFPE-Proben auch für große retrospektive Studien geeignet. 
Anschließend wurde die miRNA-Expression auch in weiteren Metastasenorten 
untersucht. Zusätzlich zu den Lungenmetastasen wurden hierbei Abdomen-, 
Knochen- und Hirnmetastasen analysiert. Hierbei zeigte sich, dass miR-10b und -615 
in Metastasen unabhängig vom Metastasenort zum normalen Nierengewebe und zu 
Primärtumoren eine veränderte Expression aufweisen. Dieses lässt die 
Schlussfolgerung zu, dass miR-10b und -615 grundsätzlich an 
Metastasierungsprozessen in anderen Organen beteiligt sein könnten. Höchst 
signifikante Expressionsunterschiede zwischen unterschiedlichen Metastasenorten 
zeigte miR-199b. In Lungenmetastasen war miR-199b erhöht exprimiert, wohingegen 
die Expression in anderen Metastasenorten verglichen zu Primärtumoren oder 
normalen Nierengeweben keine Expressionsdifferenzen aufwiesen. Es sind 
verschiedene Mechanismen denkbar, die die Ortsspezifität bestimmen könnten. 
Einer dieser Mechanismen scheint die Bildung einer prämetastatischen Nische zu 
sein. Diese könnte einerseits von Tumorzellen des Primärtumors über freie oder in 
Exosomen verpackte lösliche Faktoren, oder andererseits über das Mikromilieu des 
Metastasierungsortes beeinflusst werden. Weiterhin könnten zirkulierende 
Tumorzellen entitätsabhängig mit gewissen Eigenschaften wie einem speziellen 
miRNA-Muster versehen sein und somit die Ortsspezifität definieren. 
 
Weitere Untersuchungen müssen die Ziel-mRNAs der untersuchten miRNAs in 
Abhängigkeit vom Metastasierungsort identifizieren und deren Funktion aufklären. 
Durch ein besseres Verständnis der Funktion der miRNAs könnten potentiell neue 
Therapiestrategien entwickelt werden. Weiterhin sollte die Frage beantwortet werden, 
ob die metastasierungsspezifischen miRNA-Signaturen auch in Körperflüssigkeiten 
frei zirkulierend oder in Exosomen verpackt nachgewiesen werden können. Somit 
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könnten miRNAs als Prognoseparameter und zur Früherkennung des 
Metastasierungsprozesses genutzt werden. 
  
Fehler! Verwenden Sie die Registerkarte 'Start', um Heading 1 dem Text 





2.1.1 Epidemiologie  
 
Nierentumore haben einen Anteil von 2-3% an allen malignen Neubildungen und 
stehen in der Urologie in der Häufigkeit nach dem Prostata- und dem 
Harnblasenkarzinom an dritter Stelle (Jemal et al. 2011).  
Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist mit fast 90% die mit Abstand häufigste solide 
Raumforderung in der Niere (Ljungberg 2013) und nimmt damit eine zentrale Rolle in 
der Uroonkologie ein. 
Die Inzidenz des NZK beträgt in den Industriestaaten für Frauen 5,8 und für Männer 
11,8 pro 100.000 Einwohner. Die Sterblichkeit wird bei Frauen mit 1,7 und bei 
Männern mit 4,1 pro 100.000 Einwohner angegeben (Jemal et al. 2011), wobei 
weltweit die Tschechische Republik das Land mit der höchsten Mortalität ist (Levi et 
al. 2008, 2011). Die Inzidenz und Mortalität ist in Europa zwischen den 1980er und 
den 1990er Jahren angestiegen. Ab den 1990er konnte die Mortalität stabilisiert und 
vornehmlich in den westlichen Ländern Europas wie Frankreich, Deutschland, 
Österreich, Niederlande und Italien verringert werden (Levi et al. 2008). Zwischen 
den Staaten Europas sind im Hinblick auf die Mortalität Unterschiede zu verzeichnen. 
Der Altersgipfel beim NZK liegt zwischen dem 60. und dem 70. Lebensjahr. Männer 





Es gibt drei nachgewiesene sozioökonomische Risikofaktoren in den 
Industrieländern: Hypertonie, Übergewicht und Rauchen (Chow et al. 2010). 
Übergewichtige Patienten zeigen allerdings bei einer klinischen Manifestation des 
klarzelligen Nierenzellkarzinoms (kzNZK) eine bessere Prognose (Waalkes et al. 
2010). Weiterhin spielen bei 2-3% der Patienten genetische Faktoren eine Rolle 
(Clague et al. 2009). Beispiele für vererbte Formen des NZKs sind unter anderem 
das von Hippel-Lindau (VHL)-Syndrom, die Tuberöse Sklerose, die Hereditäre 
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Leiomyomatose und Nierenzellkarzinom-Syndrom und das Birt-Hogg-Dubé Syndrom 
(Linehan et al. 2009, Lindblad 2004, Poston et al. 1995, Bjornsson et al. 1996, 
Launonen et al. 2001). 
Ferner ist eine interethnische Variabilität zu beobachten. Afroamerikaner haben ein 
höheres Risiko am kzNZK zu erkranken, Asiaten und Pazifikinsulaner zeigen die 
geringste Inzidenz im Vergleich zu allen anderen ethnischen Gruppen (Stafford et al. 
2008).  
 
2.1.3 Subtypen des NZKs 
 
Das NZK hat seinen Ursprung häufiger im proximalen Tubulussystem, es ist aber 
ebenso im distalen Tubulussystem und Sammelrohr eine Entartung der Zellen 
möglich. 
Nach der Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden die Nierenzelltumoren in 
folgende Untergruppen eingeteilt, wobei die vier häufigsten mit Prozentangaben 
belegt (Eble JN 2004b) und in Abbildung 1 histologisch dargestellt sind: 
 kzNZK mit 80-90% 
 papilläres NZK (pNZK) mit 10% 
 chromophobes NZK (chNZK) mit 4-5% 
 Onkozytom mit 5% 
 familiär renaler Tumor 
 Multilokuläres zystisches NZK 
 NZK des Duktus Bellini Systems 
 Renal medullärer Tumor 
 NZK mit einer Xp 11.2 Translokation 
 NZK mit einem assoziierten Neuroblastom 
 Mucinös tubuläres spindelförmiges NZK 
 Papilläres Adenom  
 Unklassifizierbares NZK 
Nach einer operativen Entfernung des Tumors oder nach einer perkutanen Biopsie 
kann dieser histopathologisch klassifiziert werden.  
Des Weiteren wird das pNZK in Typ 1 und Typ 2 unterschieden (Pignot et al. 2007). 
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Abbildung 1: HE-Färbung der Subtypen des NZKs (Linehan et al. 2009) 
 
Die Hauptunterscheidungsmerkmale der drei häufigsten malignen histologischen 
Subtypen sind der Tabelle 1 zu entnehmen (Truong et al. 1999, Oosterwijk et al. 
2011) 
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Tabelle 1: Charakteristika der drei häufigsten NZK-Subtypen 
kzNZK pNZK chNZK
zellulärer Ursprung epithelialen 
Ursprungs











Auftreten solitär oder multifokal häufig bilaterale und 
multifokale Tumore
solitär
Eigenschaften -kortikaler Tumor            


























-VHL – Deletion von 
3p (34-56%) 
- Trisomie oder 
Tetrasomie 7
Aberrationen -5q Dublikation -Y Deletion
-Deletion von 6q, 8p, 
9p, 14q
-Trisomie von 3, 12q, 
16q, 17q, 20q
Zytoplasma -klares oder 
eosinophiles 
Zytoplasma (vermehrt 
in high grade 










-Deletion von             
1, 2, 6, 10, 13, 17, 
21
 
2.1.4 Stadieneinteilung und Malignitätsgrad 
 
Maligne Tumore werden klassifiziert, damit diese klinisch und wissenschaftlich 
vergleichbar sind. Das NZK kann histologisch eingeteilt werden, wie im Abschnitt 
Subtypen erläutert. Weiterhin wird das kzNZK pathologisch-anatomisch und 
histopathologisch unterteilt.  
Die pathologisch-anatomische TNM-Einteilung wurde von dem American Joint 
Commitee on Cancer (AJCC) entwickelt und von der Union for International Cancer 
Control (UICC) übernommen. In Tabelle 2 steht T für die Tumorgröße und  
-ausdehnung, N für den Lymphknotenbefall und M für das Vorhandensein von 
Fernmetastasen. 
Fehler! Verwenden Sie die Registerkarte 'Start', um Heading 1 dem Text 









T1a Tumor kleiner als 4 cm 
T1b Tumor zwischen 4 cm und 7 cm 
T2
T2a Tumor ist 7 cm bis 10 cm groß
T2b Tumor ist größer als 10 cm
T3
T3a Tumor dehnt sich in die Nierenvene oder deren segmentalen Äste aus 
bzw. Tumor infiltriert perirenales Fettgewebe
T3b Tumorausbreitung in die Vena cava kaudal des Zwerchfells 














Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
kein Anhalt auf Primärtumor 
Tumor ist begrenzt auf die Niere und kleiner als 7 cm 
Tumor ist begrenzt auf die Niere und größer als 7 cm
Tumor infiltriert das perirenale Fettgewebe oder breitet sich in größere Venen
aus ohne die Gerotafaszie zu durchbrechen 
Tumor infiltriert die Gerotafaszie 
Vorhandensein von Fernmetastasen nicht beurteilbar 
keine Fernmetastasen vorhanden 
Fernmetastasen vorhanden
Fernmetastasen  
regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 
keine Lymphknotenmetastasen 
Metastasen in einem Lymphknoten 
Metastasen in mehr als einem Lymphknoten 
 
 
Die UICC definiert, basierend auf der TNM-Klassifikation, Stadien (Tabelle 3), bei 
denen alle 3 Komponenten berücksichtigt werden. 
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Tabelle 3: UICC Stadieneinteilung des NZK der Canadian Cancer Society aktualisiert mit der 




Stadium I T1 N0 M0 Der Tumor ist 7cm oder kleiner und ist auf die Niere 
begrenzt. Der Tumor hat keine Fern- oder 
Lymphknotenmetastasen.
Stadium II T2 N0 M0 Der Tumor ist größer als 7 cm und limitiert auf die Niere. 
Es gibt keine Fern- oder Lymphknotenmetastasen.
Stadium III T3 N0-N2 M0 Der Tumor hat sich in die großen Venen der Niere 
ausgebreitet, der Nebenniere oder des perirenalen 
Fettgewebes ohne die Gerotafaszie zu durchbrechen. 
Der Tumor kann in die Vena cava gewachsen sein. Es 
kann Lymphknotenmetastasen geben, aber keine 
Fernmetastasen.
Tumorgröße ist irrelevant.
Eine Lymphknotenmetastase nahe der Niere.
Tumor hat die Gerotafaszie durchbrochen.
Es liegen keine Fernmetastasen vor. 
T1-T4 N0-N2 M1 Es liegen Fernmetastasen vor. 
TNM
T1-3 N1 M0
Stadium IV T4 N0-N2 M0
 
Die histopathologische Graduierung nach Fuhrmann spiegelt die morphologischen 
Veränderungen der Zelle und des Zellkerns wider, somit wird mit dem 
Differenzierungsgrad angegeben, in welchem Ausmaß sich eine Tumorzelle im 
Vergleich zur normalen Zelle verändert hat. Die Einteilung erfolgt nach der WHO und 
der UICC und ist anderen malignen Neoplasien identisch.  
 
Gx oder G9    Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden 
G1 – low grade  gut differenziertes malignes Gewebe mit einer hohen     
                          Übereinstimmung zum Ursprungsgewebe  
G2    mäßig differenziertes bösartiges Gewebe 
G3    schlecht differenziertes bösartiges Gewebe 
G4 – high grade   undifferenziertes/ anaplastisches bösartiges Gewebe 
 
Die TNM-Klassifizierung und Fuhrman Grading sind Grundlagen für die 
Prognosebewertung und damit für eine Therapieentscheidung. 
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Mehr als 50% der NZK werden heutzutage bei Routinebildgebungsuntersuchungen 
(Sonographie, Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT)) 
zufällig entdeckt (Jayson und Sanders 1998, Novara et al. 2010). 
Die klassische Trias Flankenschmerzen, Makrohämaturie und tastbare abdominale 
Raumforderung treten initial heute nur noch bei 6-10% der Patienten auf. Diese Fälle 
korrelieren meist mit einer aggressiven Histologie und weisen ein fortgeschritteneres 
Stadium auf (Patard et al. 2003). Außerdem können Patienten bei venöser 
Beteiligung auf Grund von anatomischen Gegebenheiten auch mit einer Varikozele 
klinisch auffällig werden (Ljungberg 2013).  
30% der Patienten stellen sich mit Symptomen in der Klinik vor, die einem 
paraneoplastischen Syndrom zugeordnet werden können (Ljungberg 2013) und 
somit unspezifisch für sämtliche Tumorleiden sind. Zu den häufigsten Symptomen 
gehören Renin induzierte Hypertonie, Kachexie, Gewichtsverlust über einen kurzen 
Zeitraum, Nachtschweiß, Abgeschlagenheit, Anämie, erhöhte 
Blutsenkungsgeschwindigkeit und Hyperkalzämie (Ljungberg 2013).  
Andere Patienten nehmen primär die Symptome wahr, welche durch mögliche 
Metastasen verursacht werden wie Knochenschmerzen bei Knochenmetastasen 




Die CT ist die am häufigsten genutzte Bildgebung bei Nierenraumforderungen, um 
die Verdachtsdiagnose NZK zu stellen. Per Subtraktionsaufnahme kann eine renale 
Raumforderung einem malignen Prozess zugeordnet werden, wenn eine 
Kontrastmittelanreicherung von mindestens 15 Hounsfield Einheiten (HU) besteht 
(Israel und Bosniak 2005, Israel und Bosniak 2008).  
Folglich kann mit dieser Methode die Verdachtsdiagnose erhärtet, die Morphologie 
und Funktion der ipsi- und kontralateralen Niere dargestellt (Gong et al. 2012), die 
Größe des Tumors, als auch eine venöse Infiltration und die 
Lymphknotenmitbeteiligung beurteilt werden. Allerdings ist anzumerken, dass als 
Differentialdiagnosen das Onkozytom und das fettfreie Angiomyolipom als benigne 
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Raumforderung weiterhin in Betracht kommen (Hindman et al. 2012, Pedrosa et al. 
2008).  
Bei Patienten, die allergisch auf das CT-Kontrastmittel reagieren, ist eine biphasische 
MR-Angiographie indiziert, wobei die MR-Angiographie jedoch weniger sensitiv für 
aberrante Gefäße ist (Hora et al. 2013).  
Ist die Verdachtsdiagnose NZK bilddiagnostisch gesichert, ist eine 
Ausbreitungsdiagnostik indiziert. Als Umfelddiagnostik soll leitliniengerecht eine 
Bildgebung der Lunge mit Hilfe einer Röntgen-Thorax Aufnahme oder einem  
CT-Thorax angefertigt werden, da Lungenmetastasen die häufigste 
Metastasenmanifestation darstellen (Lim und Carter 1993). Eine Skelettszintigraphie 
oder Kranium-Bildgebung ist keine Routineuntersuchung bei asymptomatischen 
Patienten und wird folglich erst bei klinischem Verdacht angeordnet (Marshall et al. 




Vorreiter für die Prognoseeinschätzung war 1988 Elson et al., der eine Übersicht 
forderte, die die tumorspezifische Mortalität aufzeigt, um diese als klinischen 
Leitfaden zu etablieren (Elson et al. 1988).  
Heute stellt die TNM-Klassifikation die Basis der klinischen Prognoseabschätzung 
dar (Sobin LH 2002). Für die 5-Jahres-Überlebensrate ist vor allem die 
Metastasierung ein deutlich limitierender Faktor. Bei fast 30% der Patienten werden 
bei Diagnosestellung Metastasen nachgewiesen (synchrone Metastasierung) 
(Corgna et al. 2007, Cohen und McGovern 2005). Zusätzlich entwickeln Patienten 
mit initial lokalisierten Tumoren in 30-50% der Fälle zu einem späteren Zeitpunkt 
Fernmetastasen (metachrone Metastasierung) (Cohen und McGovern 2005, Jones et 
al. 2005). Synchrone Metastasierung oder eine Metastasierung innerhalb des ersten 
Jahres nach Diagnosestellung bedeutet mit einem mittleren Überleben von  
26 Monaten eine schlechtere Prognose als bei einer metachronen Metastasierung 
mit einer mittleren Überlebenszeit von 45 Monaten (Thyavihally et al. 2005, Volkmer 
und Gschwend 2002). 
Unbehandelt überleben unter 10% der Patienten mit Metastasierung die ersten  
5 Jahre (Motzer et al. 1999).  
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Obwohl das kzNZK resistent gegenüber Zytostatikatherapie ist, hat sich dank neuer 
Systemtherapien die mediane Überlebenszeit von Patienten mit einem 
fortgeschrittenen kzNZK auf 26 Monate verbessert (Coppin et al. 2011).  
Eine gute Übersicht über die 5-Jahres-Überlebensrate in Abhängigkeit von der TNM-
Klassifikation und den daraus resultierenden Stadien stellte 2006 die deutsche 
Krebsgesellschaft vor (Tabelle 4). 
 
Tabelle 4: Prognose unter Berücksichtigung der Stadieneinteilung (Claus Garbe 2006) 
Stadium TNM-Klassifizierung 5-Jahres-Überlebensrate
I T1 N0 M0 70-90%
II T2 N0 M0 50-60%
III T1/2 N1 M0 20-30%
T3 N0 M0 30-50%
T3 N1 M0 10-20%
IV T4 jedes N jedes M 0-10%
jedes T N2 jedes M
jedes T jedes N M1  
 
Allerdings ist nicht nur die anatomische Ausbreitung für die Prognose entscheidend. 
Histopathologische Faktoren sind darüber hinaus zu berücksichtigen. Zwei 
multivariate Analysen konnten zeigen, dass der klarzellige Subtyp ein signifikant 
schlechteres tumorspezifisches Überleben aufweist verglichen mit den anderen 
Subtypen des NZKs. Auch die histopathologische Graduierung nach Fuhrman 
beeinflusst die 5-Jahres-Überlebensrate von Patienten (Tabelle 5).  
 







Neben den anatomischen und histopathologischen Faktoren, beeinflusst der 
klinische Patientenstatus das Überleben des Patienten. Symptomatische Patienten 
wie Patienten mit einem paraneoplastischen Syndrom haben eine schlechtere 
Prognose als symptomlose Patienten. Es wurden mehrere Modelle entwickelt, die die 
histopathologischen und anatomischen Faktoren berücksichtigen. Eines dieser 
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prognostischen Modelle (Tabelle 6) ist das UCLA (University of California Los 
Angeles) integrated staging system (UISS).  
 







I I 1-2 0 94%





III III 2-4 ≥1 39%
IV 1-2 0
IV IV 3-4 0 23%
1-3 ≥1
IV IV 4 ≥1 0%
 
Die Eastern Cooperative Oncology Group performance scale (ECOG PS) ist in 
folgender Tabelle 7 definiert.  
 
Tabelle 7: Definition des ECOG PS (Oken et al. 1982) 
ECOG PS Definition
0 normale, uneingeschränkte Aktivität, wie vor der Erkrankung
1 Einschränkung bei körperlicher Anstrengung, gehfähig, leichte körperliche
Arbeit möglich
2 gehfähig, Selbstversorgung möglich, aber nicht arbeitsfähig, kann mehr als
50% der Wachzeit aufstehen
3 nur begrenzte Selbstversorgung möglich; 50% oder mehr der Wachzeit an Bett
oder Stuhl gebunden




Eine retrospektive Analyse veröffentlichte Motzer et al. schon 1999, in welcher er 
einen Score mit 5 Risikofaktoren erstellte (Tabelle 8) und somit die Patienten in drei 
prognostische Risikogruppen (Tabelle 9) einteilte. Das ist in den folgenden Tabelle 8 
und 9 veranschaulicht (Motzer et al. 1999). 
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Tabelle 8: Prognose-Score nach Motzer 
Risikofaktoren 1 Punkt ab diesem Grenzwert
Karnowsky Status <80%
Serum Laktatdehydrogenase >1,5- fach des Normalwertes
Hämoglobin unter Normwert
korrigiertes Calcium im Serum >10 mg/dL
vorangegangene Nephrektomie Nein
 
Tabelle 9: mediane Überlebenszeit abhängig von der prognostischen Risikogruppe nach 
Motzer 
Risikogruppe Anzahl der Risikofaktoren mediane Überlebenszeit
niedrig 0 20 Monate
intermediäre 1-2 10 Monate
hoch 3-5 4 Monate
 
 
Des Weiteren wurde von Motzer et al. 2004 der Score leicht verändert für Patienten 
mit metastasiertem NZK. Anstatt der vorangegangenen Nephrektomie wurde der 
Parameter ersetzt durch die Zeit von der Diagnosestellung bis hin zur Therapie mit 
Interferon-alpha (IFN-α) (mehr oder weniger 1 Jahr) (Motzer und Mazumdar 2004).  
 
Eine Aussage über das Therapieansprechen ist jedoch nicht möglich. 
Weitere für das kzNZK klinische, teils neu entdeckte Prognoseparameter sind im 
Folgenden dargestellt. Hier ist jedoch zu erwähnen, dass keiner dieser Marker in 
aktuellen Prognosesystemen aufgenommen wurde und damit in der klinischen Praxis 
routinemäßig keine Rolle spielt.  
 
 Molekulare Prognoseparameter, die mit einer schlechten Prognose korrelieren 
o Ki-67 Überexpression (Dudderidge et al. 2005, Bui et al. 2004) als 
Zellproliferationsmarker (Cattoretti et al. 1992) 
o Erhöhter Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Patard et al. 
2009, Paradis et al. 2000) als Angiogenesefaktor 
o Erhöhtes pS6, phosphatase and tensin homolog (PTEN) Deletion und 
erhöhtes zytoplasmatisches pAkt, zum mammalian target of rapamycin 
(mTOR) Signalweg gehörend (Pantuck et al. 2007, Velickovic et al. 
2002) 
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o Erhöhte CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) Expression als 
Metastasenmarker (Staller et al. 2003) 
o Erhöhte Matrix Metalloprotease (MMP) (Kallakury et al. 2001, Kugler et 
al. 1998) als Angiogenese- und Tumorwachstumsfaktor 
o Caveolin 1, Lysyl Oxidase, Annexin A4 (Kosari et al. 2005, Oosterwijk 
et al. 2011) 
o Survin Überexpression als Apoptoseinhibitor (Zamparese et al. 2008, 
Parker et al. 2006) 
o Hohes serum amyloid A1 (SAA-1) (Vermaat et al. 2010, Kimura et al. 
2001) 
o Xp 11.2 Translokation (Klatte et al. 2012) 
o Erhöhtes insulin-like growth factor messenger Ribonucleic acid (mRNA) 
binding protein 3 (IMP3) (Jiang et al. 2006) 
o Vimentin Überexpression (Moch et al. 1999), Fascin Überexpression 
(Zigeuner et al. 2006) 
 
 Molekulare Prognoseparameter, die mit einer guten Prognose korrelieren 
o Hohe carbonic anhydrase IX (CAIX) im Serum (Bui et al. 2004, Klatte et 
al. 2007) als Hypoxiemarker 
o Hohes p53 (Zigeuner et al. 2004) als Tumorsuppressormarker 
o Hohe vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) Expression als 
Zelladhäsionsmolekül (Vasselli et al. 2003, Shioi et al. 2006) 
o Erhöhter insulin-like growth factor 1 (IGF-1) im Serum mit mitogenen 
antiapoptotischen Eigenschaften (Rasmuson et al. 2004) 
 
 Differenziert diskutierte molekulare Marker 
o Hypoxie-induzierter Faktor 1α (HIF-1α) als Hypoxiemarker (Lidgren et 
al. 2005, Lidgren et al. 2006, Klatte et al. 2007) 
o VHL Mutation oder Hypermethylierung (Patard et al. 2009, Yao et al. 
2002, Schraml et al. 2002) 
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Die operative Tumorentfernung ist sowohl bei nicht metastasierten kzNZK als auch 
bei metastasierten kzNZK (Flanigan et al. 2004), indiziert. Heutzutage wird diese 
offen oder laparoskopisch, sowie möglichst nierenerhaltend durchgeführt. Die 
Nierenfunktion bleibt bei einer partiellen Nephrektomie teilweise noch erhalten, 
wovon Diabetiker, Hypertoniker und ältere Patienten bevorzugt profitieren (Lee JH 
2007). Ein weiterer Aspekt ist, dass die Lebensqualität bei partieller Nephrektomie 
postoperativ besser ist, da die Angst mit einer Niere zu leben, Patienten einschränkt 
(Poulakis et al. 2003).  
Bei komorbiden, älteren Patienten mit einem pT1a kann eine aktive Beobachtung 
gerechtfertigt sein, weil unter anderem ein geringes Größenwachstum und eine 
Metastasierung nur in 1-2% der Fälle nachgewiesen wurde (Jewett et al. 2011).  
Jedoch präsentieren sich 25% aller Patienten bei Diagnosestellung in einem 
fortgeschrittenen Stadium, entweder mit einem lokal invasiven Tumor oder 
Metastasen (Cohen und McGovern 2005), wobei die häufigsten Metastasen in der 
Lunge, im Gehirn und in der Leber lokalisiert sind (Motzer et al. 1996). Eine operative 
Resektion von Metastasen ist in einigen Fällen von Vorteil. Ein signifikanter 
Überlebensvorteil konnte bei der Resektion von Knochenmetastasen mit 
intraoperativer Stabilisierung und Viszeralmetastasen nachgewiesen werden (Fuchs 
et al. 2005, Zerbi et al. 2008, Staehler et al. 2010). Bei Lungenmetastasen verbessert 
sich die 5-Jahres-Überlebensrate bei einer kompletten Resektion der 
Lungenmetastasen und auch zusätzliche extrapulmonale Metastasen sind keine 
Kontraindikation für diesen Eingriff (Fourquier et al. 1997).  
Zur Symptomkontrolle von Knochen- und Hirnmetastasen ist eine Strahlentherapie 
gerechtfertigt. Beim lokalisierten kzNZK ist eine Radiotherapie dagegen 
kontraindiziert, denn das kzNZK gilt generell als resistent gegenüber Chemotherapie, 
Hormontherapie und Strahlentherapie (Motzer et al. 2000).  
Die Systemtherapie des metastasierten kzNZK erfolgt durch zielgerichtete 
molekulare Therapien. Das sind zum einen die Tyrosinkinasehemmer und zum 
anderen die mTOR-Inhibitoren. 
Tyrosinkinaseinhibitoren hemmen häufig mehrere Tyrosinkinaserezeptoren wie zum 
Beispiel Platelet-derived growth factor (PDGFR), VEGFR und Tyrosinkinase KIT  
(c-Kit) und wirken somit vor allem der Angiogenese des Tumors entgegen. Zu den 
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zugelassenen Tyrosinkinasehemmer gehören Sorafenib, Sunitinib, Pazopanib und 
Axitinib. Diese Tyrosinkinasehemmer erhöhen die progressionsfreie Überlebensrate 
als first- bzw. second line Therapie.  
mTOR ist ein Protein, welches nachweislich zu Proliferation, Zellwachstum und 
Inhibition der Apoptose beiträgt. Zu den zugelassenen mTOR-Inhibitoren gehören 
Temsirolimus und Everolimus. 
In Tabelle 10 werden die derzeit in Deutschland empfohlenen Therapiealgorithmen 
beim metastasierten kzNZK dargestellt. 
 
Tabelle 10: Empfohlener Therapiealgorithmus Januar 2014 (Miller et al. 2014) 
Therapielinie Progressionsgruppe/ Therapie 1. Wahl Therapie 2.Wahl
Vortherapie
niedriges Risiko Sunitinib high dose IL-2








Vortherapie mit Everolimus Sorafenib
VEGF-Inhibitoren Axitinib
Vortherapie mit klinische Studie klinische Studie
mTOR-Inhibitoren





2.1.9 Genetik des kzNZKs 
 
Die molekulare Pathogenese des kzNZKs ist nur zum Teil verstanden. Allerdings 
wurden bei 70% der Patienten mit einem kzNZK eine Aberration in Form einer 
Mutation oder Methylierung im VHL-Gen nachgewiesen (Poston et al. 1995). Das 
VHL-Protein interagiert mit den Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF-1α, HIF-2α,  
HIF-3α). In einer normal regulierten Zelle akkumuliert HIF-1α unter hypoxischen 
Zellkonditionen. Bei einem mutierten pVHL oder Fehlen dieses Proteins akkumuliert 
dieses HIF-1α in gleicher Weise. Als Transkriptionsfaktoren beeinflussen HIF-
Proteine unter anderem die Angiogenese (VEGF), den Glukosemetabolismus 
(GLUT-1, IGF) und die Stimulation der Wachstumsfaktoren (Epidermal Growth Factor 
Receptor (EGFR), PDGF). Bei den Wachstumsfaktoren sind EGF und der VEGF 
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hervorzuheben, da diese über eine Aktivierung des mTOR-Signalweges 
Zellwachstum, Zellproliferation und Angiogenese induzieren. Im kzNZK konnte eine 
direkte Verbindung zwischen VEGF und der Tumorgröße (Paradis et al. 2000), 
Tumorstage (Rioux-Leclercq et al. 2007), Mikrogefäßinvasion (Yildiz et al. 2004), 
Progressionsrate (Rioux-Leclercq et al. 2007) und dem spezifischen Überleben 
(Paradis et al. 2000) gezeigt werden. Intrazellulär kann HIF-1α das 
Tumorsuppressorgen p53 stabilisieren, jedoch nur, wenn dieses nicht mutiert ist (An 
et al. 1998). 
Zusätzlich konnten Gene identifiziert werden, die über Histone in die 
Chromatinmodifikation involviert sind und diese können dann über eine Ubiquitin 
vermittelte Proteolyse im Tumor zu einer Erhöhung des HIF-1α und -2α führen (Guo 
et al. 2012). Zu den Genen, die im kzNZK vermehrt mutiert sind, zählen protein 
polybromo-1 encoded gene (PBRM1) (Varela et al. 2011), SET domain containing 2 
encoded gene (SETD2) (Dalgliesh et al. 2010), Lysine-specific demethylase 5C 
encoded gene (KDM5C) (Dalgliesh et al. 2010), KDM6A (Dalgliesh et al. 2010) und 
BRCA1 associated protein-1 encoded gene (BAP1) (Pena-Llopis et al. 2012).  
Über einen bisher unbekannten Wirkmechanismus interagiert CXCR4 mit HIF und 
pVHL (Eichelberg et al. 2009). Dieser Chemokinrezeptor befindet sich vermehrt auf 
Tumorzellen, und die Expressionshöhe des Rezeptors war bei metastasierten 
Patienten deutlich höher als bei lokal begrenzten kzNZK (Chawla R 2008). Der 
CXCR4 ist häufig parallel exprimiert mit den MMP 2 und 9. Sie vermitteln die 
Destruktion der Basalmembran und haben somit Einfluss auf den 
Metastasierungsprozess. Aus der gleichen Familie kommend, konnte eine weitere 
Korrelation zwischen CXCR3 und dem HIF detektiert werden. CXCR3 ist in 
Patientenproben mit NZK 1,5fach höher vorhanden als in gesunden 
Patientenproben. Des Weiteren ist eine Erhöhung in metastasierten- im Vergleich zu 
nicht metastasierten Proben zu sehen (Utsumi et al. 2014).  
 
2.1.10 Allgemeine Mechanismen der Metastasierung des NZKs 
 
Die Metastasierung beim kzNZK ist der wichtigste Prognosefaktor und teilt die 
Patienten nach der TNM-Klassifikation direkt in das Stadium IV und somit 
schlechteste Stadium ein. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass der 
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lebenslimitierende Faktor nicht der Primärtumor, sondern die Metastasen sind 
(Chambers und Matrisian 1997). Hervorzuheben ist, dass dieser Tumorsubtyp auch 
nach mehr als 10 Jahren noch Fernmetastasen entwickelt (Eble JN 2004a). Daher 
nimmt die Metastasentherapie eine zentrale Rolle ein. Metastasierung ist eine 
essenzielle Eigenschaft von malignen Tumoren.  
Metastasen können über verschiedene Mechanismen entstehen und sich ausbreiten. 




o Implantation-/ Impfmetastasen 
Die hämatogene Metastasierung wurde ursprünglich nach Walther (Hans Eugen 
Walther 1948) eingeteilt und das NZK fällt hier unter den Hohlvenentyp (Siewert 
2001). Der Hohlvenentyp besagt, dass über die Vena cava häufig die Lunge von 
zirkulierenden Tumorzellen betroffen ist und diese Tumorzellen sich anschließend 
über das arterielle Blutgefäßsystem in den Körper verteilen.  
Tumore benötigen eine eigene Blutgefäßversorgung. Eigene Lymphgefäße haben 
maligne Tumore jedoch nicht, daher verläuft die lymphogene Ausbreitung über 
periphere Tumorbereiche (Swartz und Skobe 2001). Dieser Mechanismus ist für die 
Tumorzellen relativ unkompliziert, da Lymphgefäße keine eigentliche Gefäßmembran 
besitzen. Primär kommen Tumorzellen über regionale Lymphknoten in das efferente 
Lymphsystem des Körpers und dann über den Venenwinkel auch in das 
Blutgefäßsystem.  
Damit ein Tumor metastasieren kann, müssen die Zellen bestimmte Eigenschaften 
erfüllen. Der Prozess wird als Metastatische Kaskade bezeichnet (Wullich 2000).  
o Wachstum + Ausbreitung 
o Invasion in Gefäße 
o Verschleppung des Tumormaterials 
o Adhäsion an Endothel + Extravasation 
o Endothelinvasion + Proliferation + Angiogenese  
Seit 1978 ist zusätzlich bekannt, dass jeder Tumor bevorzugt an definierte Orte 
metastasiert (Fidler 1978). Paget hat dieses als „seed and soil“ Theorie benannt, die 
bis heute noch Gültigkeit besitzt (Paget 1989). Nach heutiger Ansicht geht man 
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davon aus, dass das Metastasierungspotenzial sowie der –ort genetisch in den 
Primärtumoren verschlüsselt vorliegt (Dai et al. 2006).  
Die häufigsten Metastasenorte des NZKs sind Lunge (50-60%), Knochen (30-40%), 
Leber (30-40%) und Gehirn (5%) (Motzer et al. 1996).  
Von den drei häufigsten histopathologischen Subtypen besitzt das kzNZK das 
höchste Metastasierungspotential (Beck et al. 2004, Amin et al. 2002). Aber auch 
unter den kzNZK ist die Metastasierungsrate verschieden. Sowohl die Tumorgröße 
als auch das Grading spielen eine zentrale Rolle. In folgender Tabelle 11 ist 
abgebildet, wie häufig Tumore Rezidive mit Metastasen aufweisen (Griffin et al. 
2007). 
 
Tabelle 11: Rezidivrate und Zeit in Monaten bis zum Rezidiv in Abhängigkeit von der 
Tumorausbreitung (Masatoshi et al. 2000, Sandock et al. 1995, Hafez et al. 1997, Levy et al. 
1998) 
Studie Jahr Patienten Stage Rezidivrate in % Zeit bis Rezidiv in Mo
Masatoshi et al. 2000 265 pT1 9 43,6
pT2 32,4 39,6
pT3 32,7 25
Sandock et al. 1995 158 pT1 0 -
pT2 14,6 29,5
pT3 52,8 22
Hefez et al. 1997 327 pT1 4,4 -
pT2 5,3 >48
pT3 11,5 6-24






Durch die Entdeckung von microRNAs (miRNAs) wurde das Verständnis der 
Regulation der Genexpression elementär verändert. Mit einer durchschnittlichen 
Länge von 22 Nukleotiden (nt) gehören die miRNAs einer Gruppe von kleinen, nicht 
kodierenden Ribonukleinsäuren (RNA) unter 300 nt Länge an. Dieser Gruppe 
werden auch die kleinen nukleolären RNAs (snoRNAs), small nuclear RNAs 
(snRNAs), small interfering RNAs (siRNAs) und piwi-interacting RNAs (piRNAs) 
zugeordnet (Kutter und Svoboda 2008). Den miRNAs wurde lange Zeit keine 
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Beachtung gewidmet. Heute wird postuliert, dass miRNAs 60% der humanen 
proteinkodierenden Gene regulieren (Friedman et al. 2009).  
Die allererste Veröffentlichung über miRNAs erfolgte 1993. Hier konnte gezeigt 
werden, dass zwei kleine Transkripte von lin-4 mit 22 nt und 61 nt sequenzweise im 
Caenorhabditis elegans komplementär an einen Abschnitt der lin-14 mRNA binden 
und es wurde postuliert, dass über diese RNA-Interferenz die Translation von lin-14 
mRNA reguliert wird (Lee et al. 1993). Im Jahr 2000 konnte eine zweite miRNA, let-7, 
in verschiedenen Organismen, unter anderem in Drosophila, nachgewiesen werden 
(Reinhart et al. 2000). Im Laufe der Zeit wurden weitere miRNAs entdeckt, denen 
wichtige Regulationsfunktionen in zellulären Prozessen zugeordnet werden konnten, 
wie zum Beispiel in Zellwachstum, –differenzierung (Johnson et al. 2007, Miko et al. 
2011), Proliferation, Angiogenese (Kuhnert et al. 2008, Kuehbacher et al. 2008, Dang 
et al. 2013), embryonale Entwicklung (Kocamis et al. 2013), zelluläre Signalwege 
(Cui et al. 2006) und in der Apoptose (Li et al. 2013). Bis heute wurden über 1870 
humane Sequenzen bei miRBase Version 20 publiziert, welche reife miRNAs 
kodieren (Stand Juni 2013). 
MiRNAs werden spezifisch in Zelltypen oder Phasen der Zellentwicklung exprimiert 
(Knippers 2006). Sie beeinflussen die posttranskriptionelle Genexpression, entweder 
über Regulation der mRNA Translation oder der Stabilität im Zytoplasma. Die 
Dysregulation der posttranskriptionellen Genexpression hat verschiedenste 
Erkrankungen zur Folge, u.a. auch die Tumorentstehung (Esquela-Kerscher und 




Die miRNAs sind entweder einzeln oder in Clustern auf Genen kodiert, oder liegen in 
den Introns proteinkodierender Gene vor (Knippers 2006). Wie in Abbildung 2 
dargestellt, werden die Gene über die Polymerase II (Pol II) transkribiert. Dabei wird 
ein Primärtranskript gebildet, die Pri-miRNA, welche eine Länge von mehreren  
1000 nt und eine „Stem-loop“ Struktur aufweist (Lee et al. 2004). Die Pri-miRNA 
besitzt am 5´-Ende eine 7-Methylguanosin-Kappe und einen Poly-A-Schwanz am 
3´Ende (Lee et al. 2004). Im Anschluss wird diese Pri-miRNA von einem 
Enzymkomplex gespalten, der aus dem RNA-bindenden Protein (DGCR8) und der 
Fehler! Verwenden Sie die Registerkarte 'Start', um Heading 1 dem Text 
zuzuweisen, der hier angezeigt werden soll. 
 
22 
RNAse III Domäne Drosha besteht. Es entsteht die precursor-mRNA (Pre-miRNA) 
mit einer durchschnittlichen Länge von 70 nt, einer Phosphatgruppe am 5´-Ende und 
einem 2 nt Überhang am 3´-Ende (Lee et al. 2003, Han et al. 2004). Die pre-miRNA 
wird nun in das Zytoplasma mit dem Ran-Guanosintriphosphat (Ran-GTP) 
abhängigen Rezeptorprotein Exportin-5 transloziert (Kim 2004, Yi et al. 2003) und 
hier von der RNAse III (Dicer) und dem Cofaktor TAR RNA binding protein (TRBP) 
prozessiert (Lee et al. 2002, Bernstein et al. 2001). Dicer entfernt die „Stem-loop“ 
Struktur und es entsteht eine 22-25 nt lange doppelsträngige miRNA, die einen  
3´-endständigen Überhang von 2 nt aufweist. Im Anschluss wird die doppelsträngige 
miRNA durch eine RNA-Helikase entwunden und der nicht verwendete Gegenstrang 
wird abgebaut. Damit ist die reife miRNA entstanden.  
 
 
Abbildung 2: MiRNA-Biogenese, modifiziert nach (Winter et al. 2009) 
 
2.2.2 Funktion und Regulation 
 
Die reife miRNA lagert sich mit dem RNA Induced silencing complex (RISC) 
zusammen (Hutvagner und Zamore 2002). RISC ist ein Protein-Komplex mit 
Komponenten der Ago(argonaute)-Proteinfamilie (Knippers 2006, Berg 2013). In 
Säugetieren kommen 4 verschiedene AGOs (AGO 1-4) vor. An AGO 2 ist bedeutend, 
dass es durch die P-element induced wimpy testis (PIWI)-Domäne eine  
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RNA-Interferenz (RNAi) auslösen kann (Liu et al. 2004). Die Spezifität des RISC 
bestimmen die miRNAs (Berg 2013). 
MiRNAs binden an die 3´UTR (Doench und Sharp 2004, Lewis et al. 2005) oder die 
5´UTR (Lytle et al. 2007) der mRNA (Pillai et al. 2004, Alberts 2012). Bei der miRNA-
mRNA-Interaktion, die in Abbildung 3 dargestellt ist, sind folgende Regeln zu 
beachten (Doench und Sharp 2004, Brennecke et al. 2005, Lewis et al. 2005, 
Grimson et al. 2007, Nielsen et al. 2007). 
 
Erstens muss eine perfekte Komplementarität der Basenpaarung zwischen der Seed-
Region (Nukleotide 2-8 am 5´-Terminus) der miRNA und der Target-Sequenz am  
3´-UTR der mRNA vorherrschen. Folglich verursachen Guanin-Uracil-Paarungen 
(GU-Paarungen), Nukleotidfehlpaarungen oder „Blasen“ (bulges) in der Doppelhelix 
in der Seed-Region Störungen bei der miRNA-mRNA Interaktion. Jedoch können 
durch das Vorhandensein von einem Adenin (A) an Position 1 oder einem A oder U 
an Position 9 der Target-Sequenz die Bindungseffizienz verbessert werden und so 
Fehlpaarungen zwischen der Seed- und der Target Region ausgeglichen werden.  
Eine weitere Voraussetzung sind Nukleotidfehlpaarungen oder „Blasen“ im zentralen 
Bereich der miRNA-mRNA Verbindung. Dadurch wird wahrscheinlich verhindert, 
dass die AGO Proteine binden und somit die endonukleolytische Spaltung der mRNA 
eingeleitet wird. 
Und drittens muss eine ausreichende Komplementarität in dem 3´-Hälfte der miRNA 
zur mRNA Target-Sequenz bestehen, um die miRNA-mRNA Interaktion zu 
stabilisieren. Hier werden Nukleotidfehlpaarungen und „Blasen“ toleriert. Vor allem 
wenn in der Seed-Region keine ausreichende Paarung vorliegt, wird eine perfekte 
Basenpaarung der Nukleotide 13-16 in der 3´Hälfte der miRNA wichtig. 
Abbildung 3: MiRNA-mRNA-Interaktion, modifiziert nach (Filipowicz et al. 2008) 
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Wenn nun die miRNA-mRNA-Interaktion vollzogen ist, kann über folgende 
Mechanismen, die in Abbildung 4 dargestellt sind, die Translation beeinflusst werden.  
 
Abbildung 4: Möglichkeiten der Regulation der Translation durch miRNAs, modifiziert nach 
(Filipowicz et al. 2008) 
 
An die 3´UTR der mRNA binden Micro-Ribonukleotide (miRNPs), was zu einer 
Deadenylierung (Wu et al. 2006, Giraldez et al. 2006, Eulalio et al. 2007) führt oder 
alternativ die Initiation der Translation unterdrückt (Pillai et al. 2005, Humphreys et al. 
2005, Mathonnet et al. 2007, Wakiyama et al. 2007, Chendrimada et al. 2007). Bei 
beiden Vorgängen kann im Anschluss über die Bildung von processing bodies  
(P-bodies) die mRNA abgebaut oder gespeichert werden. Ein Abbruch der 
Elongation führt ebenfalls zu einer Translationsinhibition (Petersen et al. 2006, 
Maroney et al. 2006). Letztendlich kann miRNA-induziert auch das Produkt der 
mRNA proteolytisch gespalten werden (Nottrott et al. 2006).  
 
MiRNAs sind hocheffektive Regulatoren. Eine miRNA kann hunderte verschiedene 
mRNAs mit gleicher Zielsequenz regulieren (Lim et al. 2005). Des Weiteren können 
mRNAs durch verschiedene miRNAs kombinatorisch blockiert werden, wodurch sich 
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die Wahrscheinlichkeit der Verringerung der Translation erhöht (Brennecke et al. 
2005, Grimson et al. 2007, Nielsen et al. 2007). 
 
2.2.3 Einfluss von miRNAs auf die Tumorgenese 
 
2002 wurde bei der chronisch lymphatischen Leukämie vom B-Zell-Typ erstmals 
beschrieben, dass miR-15 und miR-16 in diesem Tumor herunterreguliert sind (Calin 
et al. 2002). Weitere Studien konnten bis heute belegen, dass sowohl eine Hoch- als 
auch Herrunterregulation von miRNAs in Tumoren nachweisbar ist (Volinia et al. 
2006, Calin et al. 2002, Calin et al. 2004). Diese Erkenntnis wurde unterstützt durch 
die Beobachtung, dass die Dicer-Expression in Tumoren herunterreguliert sein kann 
(Karube et al. 2005, Ma et al. 2014). Weiterhin konnten miRNAs detektiert werden, 
deren Expression in spezifischen Tumoren verändert sind und andere, die 
gewebeunabhängig in verschiedenen Tumoren eine veränderte Expression 
aufweisen (z.B. miR-21) (Chan et al. 2005, Iorio et al. 2005, Volinia et al. 2006).  
Allgemein können miRNAs in ihrer Funktion gegensätzliche Rollen einnehmen, d.h. 
sie können als Onkogene, die tumorsuppressive mRNAs herunterregulieren oder als 
Tumorsuppressoren agieren, die onkogene mRNAs herunterregulieren wie in 
folgender Abbildung 5 dargestellt ist (Esquela-Kerscher und Slack 2006, Fabbri et al. 
2007, Zhang et al. 2007). MiRNAs, die in die entscheidenden Prozesse der 
Tumorgenese eingreifen (Zellproliferation, Apoptose, Replikationspotential, 
Angiogenese, Immunantwort, Tumorinvasion, Metastasenbildung und Metabolismus) 
werden auch als oncomiRs bezeichnet (Esquela-Kerscher und Slack 2006).  
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Abbildung 5: Rolle der miRNAs in Normalgewebe, als Tumorsuppressoren und Onkogene, 
modifiziert nach (Esquela-Kerscher und Slack 2006) 
 
2.2.4 Ursachen für die veränderte miRNA-Expression 
 
Vorangegangene Studien zeigen, dass miRNA-Gene häufiger in tumorassoziierten 
Bereichen im Genom oder in „fragile sites“ lokalisiert sind, in denen vermehrt 
Deletion, Translokation und Veränderungen der hier lokalisierten Gene vorkommen 
(Calin et al. 2004), und somit Translationsstörungen zur Folge haben. Des Weiteren 
können epigenetische Veränderungen wie Histonacetylierung oder auch 
Methylierungsprozesse die miRNA-Expression entscheidend verändern (Lopez-Lago 
et al. 2010). 
Zusätzlich kann eine fehlerhafte Biogenese von miRNAs die Ursache sein. Gründe 
für eine Überexpression von miRNAs können die Amplifikation (Sharifi et al. 2014), 
Deregulation von Transkriptionsfaktoren (Liu et al. 2013a, Gurung et al. 2014) oder 
auch Demethylierung von Cytosin phosphat Guanin (CpG) -Inseln sein (Lehmann et 
al. 2008, Weber et al. 2007, Datta et al. 2008, Toyota et al. 2008, Lodygin et al. 2008, 
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Wiklund et al. 2011). Auf der anderen Seite können miRNAs vermindert exprimiert 
werden, verursacht durch Deletion (Okada et al. 2014), epigentisches Abschalten 
von Genen oder auch durch Deregulation von Transkriptionsfaktoren (Liu et al. 
2013a, Truong et al. 2014).  
 
2.2.5 miRNAs beim NZK  
 
MiRNAs sind mehr und mehr in den Fokus der klinisch relevanten Forschung 
gerückt. Unter anderem können miRNAs aus Geweben sowie Körperflüssigkeiten 
extrahiert werden und sind somit als potentielle klinische Biomarker für Diagnostik 
und Prognose attraktiv (Oosterwijk et al. 2011).  
In Studien wurden miRNAs identifiziert, die die 4 häufigsten Subtypen (kzNZK, 
chNZK, pNZK und das benigne Onkozytom) unterscheiden können, wobei die 
Onkogenese des kzNZK eher der des pNZK ähnelt und das chNZK dem Onkozytom. 
So erklärt sich, dass das miRNA-Profil und Expressionslevel im kzNZK und pNZK 
ähnlich sind im Vergleich zum normalen Nierengewebe, sich aber zum chNZK und 
Onkozytom differnzieren lassen (Faragalla et al. 2012, Petillo et al. 2009). 2011 
konnte eine Microarray-, quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) und  
cross-validierte Studie diverse miRNAs explorieren, die für jeden Subtyp 
charakteristisch sind (Youssef et al. 2011).  
Die miRNA-Expression als Diagnostikmarker für das kzNZK wurde in einigen 
wenigen Studien erforscht. In diesen wurde Gewebe von kzNZK mit gesundem 
Nierengewebe verglichen (Jung et al. 2009, Juan et al. 2010), allerdings zeigen sich 
beim Vergleich der Ergebnisse kaum Übereinstimmungen in den gefundenen 
miRNAs. Bei miR-210 konnte die Expressionsveränderung im kzNZK sowohl im 
Tumorgewebe als auch im Serum des Patienten nachgewiesen werden (Zhao et al. 
2013, Iwamoto et al. 2014). Andere Beispiele für eine veränderte Expression von 
zirkulierenden miRNAs im Serum von Patienten mit NZK sind miR-378 und -451 
(Redova et al. 2012). Nach neuesten Erkenntnissen wird sogar die Urinstabilität von 
miRNAs, die in Tumoren des Urogenitaltrakts verändert sind, postuliert. Die Studie 
zeigt, dass miRNA-15a beim NZK erhöht ist, beim benignen Onkozytom und 
Inflammationen des Urogenitaltraktes jedoch keine signifikanten Veränderungen 
vorliegen (von Brandenstein et al. 2012).  
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Die Metastasierung ist verantwortlich für 90% der Tumor assoziierten Mortalität 
(Chaffer und Weinberg 2011). Beim kzNZK ist die Verbindung von miRNAs mit dem 
Prozess der Metastasierung allerdings weitestgehend unerforscht.  
Die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) ist ein wichtiger Schritt der 
Metastasierung im NZK und Wang et al. konnten zeigen, dass im Tumorgewebe 
miR-200c herunterreguliert ist und somit über das E-Cadherin die EMT verstärkt ist 
(Wang et al. 2013). Auch miR-215, die in metastasierten kzNZK herunterreguliert 
gefunden wurde, soll mit einer Aktivierung der EMT korrelieren. Somit konnte gezeigt 
werden, dass miR-215 einen negativen Effekt auf zelluläre Migration, Invasion und 
Proliferation hat (White et al. 2011). In einer anderen Studie, im 
Kolonkarzinomgewebe, konnte miR-215 mit einem Zellzyklusarrest über p53 in 
Verbindung gebracht werden (Braun et al. 2008). Ob die niedrig exprimierte miR-215 
im kzNZK auch mit einer Verringerung des p53 induzierten Zellzyklusarrestes 
korreliert, ist bisher unbekannt. 
Metastasierung ist mit einem kürzeren Überleben assoziiert. In einer retrospektiven 
Studie konnten Heinzelmann et al. für das kzNZK eine indirekte Proportionalität 
zwischen ausgewählten niedrig exprimierten miRNAs (miR-30c, -451, -26 und 126) 
und dem progressionsfreien Überleben aufzeigen (Heinzelmann et al. 2011). 2012 
konnte eine direkte Proportionalität gezeigt werden zwischen der Expressionshöhe 
von miR-21 im NZK und der Überlebenszeit sowie dem Tumorstadium (Zaman et al. 
2012, Faragalla et al. 2012). Ende 2013 konnte diese Korrelation im NZK zusätzlich 
für miR-221/-222 nachgewiesen werden (Teixeira et al. 2013).  
Somit sind oncomiRs ein entscheidener Faktor in der Tumorinvasion und der 
Metastasierung und damit prognoselimitierend (Bracken et al. 2009). 
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3. ZIEL DER ARBEIT 
 
Die Metastasierung stellt den entscheidenden prognostischen Faktor für Patienten 
mit einem kzNZK dar. Die bei metastasierten Patienten möglichen zielgerichteten 
Therapien zeigen bei hohem Nebenwirkungsprofil eine niedrige Ansprechrate und 
eine geringe Lebenszeitverlängerung. Zuverlässige Parameter für die individuelle 
Vorhersage des Krankheitsverlaufes und Therapieansprechens fehlen derzeit. Daher 
werden molekulare Marker für eine individuelle Risikostratifizierung und damit 
Therapieplanung, sowie eine patientenadaptierte Nachsorge benötigt. Das 
Verständnis der biologischen Prozesse, insbesondere der Metastasierung ist 
Voraussetzung für die Entwicklung neuer effizienter Therapiestrategien. 
Das Ziel der Arbeit und die damit folgenden Fragestellungen sind:MiRNAs regulieren 
entscheidende Prozesse der Entstehung und Progression von Tumoren, so auch der 
Metastasierung. Für das kzNZK konnten in unserer Arbeitsgruppe durch 
vorangegangene Microarrayanalysen miRNAs identifiziert werden, die eine 
differenzielle Expression in Lungenmetastasen im Vergleich zum Primärtumor 
aufwiesen. 
Das Ziel dieser Arbeit ist nun die Validierung ausgewählter Kandidaten-miRNAs 
(miR-10b, -33b*, -199b und -615) an einem größeren Probenkollektiv. Darüber 
hinaus soll untersucht werden, ob die ausgewählten miRNAs Unterschiede in 
Abhängigkeit vom Metastasierungsort aufweisen. Dafür sollen mit Hilfe von qRT-PCR 
die miRNA-Expression in Fernmetastasen unterschiedlicher Lokalisation 
vergleichend zu Primärtumoren analysiert werden, um folgende Fragestellungen zu 
beantworten. 
1) Können die miRNA-Expressionsunterschiede zwischen Lungenmetastasen 
und Tumoren bestätigt werden?  
2) Sind die miRNAs generell in Metastasen unabhängig vom Metastasierungsort 
verändert? 
3) Gibt es Unterschiede in der miRNA-Expression in Abhängigkeit vom 
Metastasierungsort? 
4) Können die Ergebnisse von kryokonservierten Geweben auch an einer 
unabhängigen Kohorte an in der Routinediagnostik eingesetztem 
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Ausgangsmaterial (Formalin fixiert Paraffin eingebettet (FFPE)) reproduziert 
werden?  
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumorproben von Patienten mit der Diagnose eines 
kzNZKs aus der Datenbank der Klinik für Urologie des Universitätsklinikums Jena 
ausgesucht. Diese Studie wurde durch das Ethikkomitee geprüft und zugelassen. 
Zudem liegen Einverständniserklärungen von allen Patienten vor. Für die 
kryokonservierten Proben wurde beachtet, dass diese direkt nach der Nephrektomie 
in flüssigem Stickstoff eingefroren und gelagert wurden. Pathologen prüften das 
gesamte Probenkollektiv auf deren Subtyp und ordneten diese histopathologisch 
entsprechend der UICC-TNM-Klassifikation (2009) ein. Das untersuchte 
Tumorkollektiv beinhaltet Proben verschiedener Tumorstadien und 
Metastasierungsgrade. Klinische und histopathologische Informationen zu den 
Proben sind in Tabelle 12 und Tabelle 13 zusammengestellt. 
 
Fehler! Verwenden Sie die Registerkarte 'Start', um Heading 1 dem Text 
zuzuweisen, der hier angezeigt werden soll. 
 
32 

















Metastasierungszeitraum-Spanne (in Monaten) 0-81
Metastasierungszeitraum-Median (in Monaten) 3
Metastasierung synchron 12
metachron 11
NICHT METASTASIERTE PRIMÄRTUMOREN 21













Nachbeobachtungszeit-Spanne (in Monaten) 48-110




NICHT MALIGNES NIERENGEWEBE 15  
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Tabelle 13: Klinische und histopathologische Parameter der FFPE-Proben 
Patientenzahl 33
METASTASIERTE PRIMÄRTUMOREN 6













Metastasierungszeitraum-Spanne (in Monaten) 0-13
Metastasierungszeitraum Median (in Monaten) 0
Metastasierung synchron 4
metachron 2
NICHT METASTASIERTE PRIMÄRTUMOREN 6













Nachbeobachtungszeit-Spanne (in Monaten) 65-108




Gehirn 6  
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LightCycler®480      (Roche) 
Roller for Microseal Film     (MJ Research INC) 
PTC-200 Peltier Thermal Cycler Alpha Unit™  (MJ Research) 
Block Assembly for PTC DNA Engine™ System 
NanoDrop ND-1000     (prQlab) 
Vortex-Genie2      (Scientific Industries) 
Mini-Centrifuge       (Sprout) 
PCV-3000 Combined Centrifuge/Vortex Mixer  (Grant bio) 
Universal 32R Typ 1610     (Hettich Zentrifugen) 
Mini Centrifuge Model MCF 2360   (LMS) 
 
4.1.3 Verbrauchsmaterialien/ Chemikalien 
 
Chloroform        (Ambion) 
Deckgläser        (Menzel Gläser) 
Desinfektionsmittel Descosept AF    (Dr. Schumacher GmbH) 
Entellan        (Merck Millipore) 
Ethanol        (Merck Millipore) 
Fixierspray für die IHC      (Merck Millipore) 
Hämalaunlösung sauer nach Mayer    (Dr. K.Hollborn & Söhne) 
HPLC-Wasser (RNAse-frei, entionisiert)   (Sigma-Aldrich) 
Kammerobjektträger      (BD Biosciences) 
miRNeasy FFPE Kit      (Qiagen) 
miRVana miRNA Isolationskit     (Ambion) 
Nuclease-Free Water     (Promega) 
PCR-Platten für LightCycler® 480 I+II   (Kisker biotech GmbH&Co. KG) 
GK480K 
RNase Zap R       (Ambion) 
RNase Zap®       (Ambion) 
RNase-, DNase frei G060/UC-RT 
TaqMan Gene Expression Kit     (Applied Biosystems) 
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TaqMan miRNA Primer      (Applied Bioystems) 
TaqMan R MicroRNA Reverse Transcription Kit  (Applied Biosystems) 
TaqMan® Gene Expression Master Mix  (Applied Biosystems) 
Ultra Clear RT-PCR zertifizierte     (Kisker Biotech GmbH&Co. KG) 
Xylol         (Carl Roth) 
TaqMan microRNA Reverse Transkription Kit 
dNTP Mix  (Applied Biosystems) 
Multi Scribe Reverse Transcriptase   (Applied Biosystems) 
10x RT Buffer  (Applied Biosystems) 
RNase Inhibitor  (Applied Biosystems) 
TaqMan® Micro RNA Assays  (Applied Biosystems) 
 
4.1.4 TaqMan-Primer  
 
RNU48       (Applied Biosystems) 
hsa-miR-10b       (Applied Biosystems) 
hsa-miR-33b*      (Applied Biosystems) 
mmu-miR-615      (Applied Biosystems) 
hsa-miR-199b      (Applied Biosystems) 
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Abbildung 6: Arbeitsablauf 
 
Wie im Arbeitsablauf (Abbildung 6) dargestellt, wurde aus extrahierten und 
konservierten Proben die GesamtRNA isoliert. Die Expression der miRNAs ... wurde 
mit Hilfe der quantitative real time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) validiert 
und quantifiziert. Im ersten Schritt wurde die zu untersuchende RNA  .in cDNA 
umgeschrieben (Reverse Transkription). Diese cDNA wird im Anschluss vervielfacht 
(Amplifikation) und die cDNA-Menge dabei in Echtzeit detektiert und relativ 
quantifiziert. Zur Normalisierung der Ergebnisse wurde RNU48 als Referenzgen 
verwendet. Die Auswahl der verwendeten Primer wurde durch vorangegangene 
Microarrayanalyse durchgeführt.  
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4.2.1 Aufbereitung kryokonservierten Proben 
 
Die kryokonservierten Gewebe wurden auf den Kryostaten, der auf -20°C 
heruntergekühlt war, aufgebracht. Hier wurden die Schnitte mit einer Dicke von 5 µm 
angefertigt und anschließend mit einer Pinzette auf einen Objektträger überführt, wo 
sie bei 4°C für 2 min fixiert wurden. Die Schnitte wurden danach getrocknet und mit 
entionisiertem Wasser gespült.  
Für die Hämatoxylinfärbung nach Mayer wurden die Probenschnitte in der Färbung 
für 10 min inkubiert. Danach folgten Spülvorgänge, erst mit einer 0,25% 
Ammoniaklösung und danach mit entionisiertem Wasser. Die Proben wurden nun mit 
96% Ethanol und folgend mit Eosin für 5 min inkubiert. Das anschließende 
Entwässern der Schnitte wurde mit Hilfe von 70% Ethanol, 96% Ethanol und 100% 
Isopropanol für jeweils 2 min durchgeführt. Im Anschluss erfolgte das Waschen der 
Schnitte mit Xylol. Letztlich wurden die Schnitte mit dem Eindeckmedium Entellan 
versetzt und mit einem Deckglas abgeschlossen.  
 
4.2.2 Aufbereitung der FFPE-Gewebeproben 
 
Die FFPE-Proben wurden mit einem Mikrotom in 4 µm große Schnitte zerteilt und 
dann mit einer Pinzette auf eine Wasseroberfläche bei Raumtemperatur überführt. 
Die durch die Oberflächenspannung des Wassers geglätteten Schnitte wurden auf 
einen Objektträger überführt und für 45 min bei 60°C getrocknet, um anschließend 
bei 37°C gelagert zu werden. Anschließend wurden die Schnitte für 20 min mit Xylol 
versetzt, um das Paraffin in den Schnitten zu entfernen. Anschließend wurden die 
Schnitte für jeweils 2 min in einer Alkoholreihe mit erhöhendem Wassergehalt 
gewaschen, d.h. erst 100% Isopropanol, 90% Ethanol und in 10% Schritten bis 50% 
Ethanol. Vor der Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) wurden die Schnitte mit 
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Die HE-Färbung ist ein Routineverfahren in der Histologie, um die Morphologie von 
feingeweblichen Schnitten beurteilen zu können. Es handelt sich um eine 
Kombinationsfärbung aus Hämatoxylin und Eosin. Das Hämatoxylin verhält sich als 
basische Komponente und färbt blau, was negativ geladen, also basophil ist. Somit 
stellen sich bevorzugt Zellkerne mit enthaltener DNA und das endoplasmatische 
Retikulum blau dar. Das Eosin hingegen ist ein saurer Farbstoff und bindet somit alle 
azidophilen, basischen Strukturen. Eosin färbt das Zytoplasma rot an.  
Anschließend wurden die Proben mikroskopisch untersucht und geprüft, dass die 
Histologie einem kzNZK entspricht, die Proben einen Tumoranteil von mindestens 
70% aufweisen, nekrosenfrei sind und keine größeren Einblutungen zu erkennen 
sind. Die Anforderungen an das gesunde Nierengewebe bestehen darin, dass es 





Für die Microarrayanalyse und die qRT-PCR wird GesamtRNA benötigt. Diese wurde 
aus verschiedenen Gewebeproben (kryokonserviert und FFPE) isoliert. Die 
verwendeten Gewebeproben unterlagen den unter 4.2.3 definierten 
Extraktionsvoraussetzungen. 
Für die Isolierung der zwei Ausgangsmaterialien wurden unterschiedliche 
Isolierungsverfahren angewendet, die im Folgenden erklärt werden.  
 
4.2.4.1 GesamtRNA aus Gefriermaterial 
 
Der MiRVana miRNA Isolierungskit wurde nach Herstellerangaben für die Isolierung 
der GesamtRNA aus den kryokonservierten Proben verwendet. Mit Hilfe des auf  
-20°C gekühlten Kryostaten wurden ca. 30 mg Gewebe in 10 µm Schnitte zerkleinert 
und anschließend in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß auf Eis überführt. Dem 
Reaktionsgefäß wurde ein Lysis/Binding Puffer im Verhältinis 10:1 hinzugefügt. 
Anschließend wurde das Gewebe-Puffer Gemisch durchmischt und bis zur 
vollständigen Lysierung des Gewebes auf Eis inkubiert. MiRNA Homogenate Additive 
wurde im Verhältnis 1:10 beigefügt, durchmischt und für 10 min auf Eis inkubiert. 
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Phenol/Chloroform wurde im gleichen Volumen wie der Lysis/Binding Puffer für die 
organische Extraktion der GesamtRNA hinzugefügt. Anschließend wurde das 
Reaktionsgefäß 30-60 sek geschüttelt und bei 10.000 relative centrifugal force (rcf) 
für 5 min zentrifugiert. Als Folge sind 3 Phasen zu erkennen. In der obersten Phase 
ist die gewünschte RNA enthalten. Die mittlere Phase enthält DNA und die unterste 
Phase Proteine und Gewebereste. Die oberste Phase wurde in ein neues 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt und das Volumen bestimmt. Es folgte die Isolierung der 
GesamtRNA. Hierfür wurde die 1,25fache Menge an 100%igem Ethanol hinzugefügt 
und anschließend vermengt. Hiernach wurde von dem Gemisch 700 µl auf einen 
Glasfaserfilter aufgetragen, der für 15 sek bei 10.000 rcf zentrifugiert wurde. Das 
Filtrat wurde verworfen. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis das gesamte 
Lysat-Ethanol-Gemisch auf der Säule aufgetragen war. Der Filter wurde in folgenden 
Waschschritten aufgereinigt. Hierfür wurden erst 700 µl miRNA Wash Solution 1 
hinzugefügt und der Filter anschließend bei 10.000 rcf für 15 sek zentrifugiert. Das 
Filtrat wurde auch hier verworfen. Danach wurde erst 500 µl miRNA Wash Solution 2 
und im Anschluss 3 hinzugefügt und bei 10.000 rcf für 15 sek zentrifugiert. Durch die 
folgende Zentrifugation bei 10.000 rcf für 1 min wurde die zusätzliche Flüssigkeit vom 
Filter entfernt. Der Filter wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 
100 µl RNAse-freiem entionisiertem Wasser von 95°C versetzt um die GesamtRNA 
von der Säule zu lösen. Im Anschluss wurde der Ansatz bei 10.000 rcf für 45 sek 
zentrifugiert und der Filter verworfen. Die isolierte GesamtRNA wurde bei -20°C 
aufbewahrt. 
 
4.2.4.2 GesamtRNA aus FFPE-Gewebeproben 
 
Zur Isolierung von GesamtRNA aus FFPE-Gewebeblöcken wurde das miR-Neasy 
FFPE Isolierungskit nach Angaben des Herstellers verwendet. Aus den 
Gewebeproben wurden hierfür mit einem Mikrotom erst 20 Schnitte mit einer 
Schnittdicke von 7 µm angefertigt und diese danach in ein 2 ml Reaktionsgefäß 
überführt. Für den Schritt der Entparaffinierung wurde 1 ml 100%iges Xylol in das 
Reaktionsgefäß hinzugefügt, durchmischt und für 2 min bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Um die Xylolreste zu 
entfernen, wurde dem Ansatz 1 ml 100%igem Ethanol hinzugefügt, vermengt und bei 
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maximaler Geschwindigkeit für 2 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. 
Der Niederschlag wurde bei offenem Reaktionsgefäß bei 37°C getrocknet, wodurch 
Ethanolrückstände beseitigt wurden. Um den Niederschlag zu lysieren, 
Zellbestandteile freizusetzen und Proteine abzubauen, wurde dem Gewebe 480 µl 
Buffer PKD und 20 µl Proteinase K hinzugefügt und anschließend bei 56°C und 80°C 
inkubiert. Um die DNA an einen Filter zu binden, wurde dem Ansatz 1 ml 
Bindungspuffer RBC hinzugefügt und vermengt. Im Kit sind zwei gDNA-Eliminator 
Filter enthalten. Auf diese beiden Filter wurden jeweils 800 µl des Gemisches 
aufgetragen und die Filter für 30 sek bei 8.000 rcf zentrifugiert, um die DNA zu 
binden. Das Filtrat wurde in ein neues 15 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 3,5 ml 
100%igem Ethanol versetzt und vorsichtig vermengt. Um anschließend die 
GesamtRNA zu binden, wurden von dem Probengemisch 700 µl auf den Rneasy 
MinElute Filter überführt und bei 10.000 rcf für 15 sek zentrifugiert. Das Filtrat wurde 
verworfen. Nun wurde der Schritt so oft wiederholt, bis das restliche Volumen des 
Gemisches auf den Filter aufgebracht wurde. Der Filter wurde in folgenden 
Waschschritten gereinigt. Zuerst wurde 500 µl RPE Puffer hinzugefügt und für 15 sek 
bei 10.000 rcf zentrifugiert. Anschließend wurde dieselbe Menge Puffer dem Filter 
hinzugefügt und für 2 min bei 10.000 rcf zentrifugiert. Das Filtrat wurde beide Male 
verworfen. Nun wurde der Filter in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und für 
5 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Hierdurch konnte die restliche 
Flüssigkeit entfernt werden. Der letzte Schritt ist das Lösen der GesamtRNA vom 
Filter. Hierfür wurde der Filter in eine neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und mit 
30-100 µl RNAse-freiem entionisierem Wasser von 80°C gespült, anschließend für  
1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und der Filter verworfen. Die 
GesamtRNA als Filtrat wurde bei -80°C aufbewahrt. 
 
4.2.5 Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit 
 
Die photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration photometrische 
Bestimmung der RNA-Konzentration der untersuchten Proben erfolgte mit dem 
NanoDrop 1000. Dieses Verfahren basiert auf der Tatsache, dass Nukleinsäuren 
(DNA und RNA) bei einer Wellenlänge von 260 nm ein Absorptionsmaximum 
aufweisen.  
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Hierfür wurde bei jeder Messung eine Menge von 1,7 µl der zu bestimmenden Probe 
auf die Messoberfläche aufgetragen und photometrisch analysiert.  
Neben der Konzentration kann zusätzlich die mögliche Verunreinigung der Proben 
mit Proteinen (Absorptionsmaximum von 280 nm) und Lösungsmitteln 
(Absorptionsmaximum von 230 nm) kontrolliert werden. Dabei ist bei dem Verhältnis 
260/280 nm ein Wert zwischen 1,9 bis 2,1 und bei dem Verhältnis 260/230 nm ein 
Wert zwischen 1,8 bis 2,1 optimal. In nachfolgenden Untersuchungen wurden nur 
RNA-Proben eingeschlossen, die die festgelegte Untergrenze von 1,5 bei dem 




Die PCR stellt eine der größten wissenschaftlichen Entdeckungen in den letzten 
Jahrzehnten dar und revolutionierte die Molekularbiologie. Das Ziel stellt die 
Amplifizierung von Nukleinsäuren dar. 
 
4.3.1 Reverse Transkription  
 
Um eine qRT-PCR durchführen zu können, muss zunächst die RNA in cDNA durch 
reverse Transkription umgeschrieben werden. Die reverse Transkription erfolgte mit 
Hilfe des TaqMan microRNA Reverse Transcription Kit und miRNA TaqMan Primern. 
Die Umschreibung wird mit dem Enzym Reverse Transkriptase, auch RNA-
abhängige Polymerase genannt, katalysiert.  
Nach folgendem Pipettierschema wurden alle benötigten Komponenten in ein 200 µl 
Reaktionsgefäß überführt und direkt durchmengt.  
7 µl Mastermix + 5 µl Probe (30g/µl) + 3 µl RT-Primer 
Der RT-Mastermix wurde wie folgt hergestellt (Tabelle 14). 
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Tabelle 14: Zusammensetzung des RT-Mastermix 
Komponente Mastermix Volumen
100mM dNTP (mit dTTP) 0,15 µl
MultiScribe Reverse Transkriptase (50U/µl) 1,00 µl
10x Reverse Transkriptions Buffer 1,50 µl
RNAse Inhibitor (20 U/µl) 0,19 µl
Nucleasefreies Wasser 4,16 µl
Gesamt 7,00 µl  
 
Nach fünf minütiger Inkubation des Probenansatzes auf Eis erfolgte die Reverse 
Transkription in einem Thermocycler nach folgendem Verlaufsprotokoll. 
Verlaufsprotokoll:  Annealing  30 min  16°C 
    Extension  30 min 42°C 
    Denaturierung 5 min  85°C 
Der Probenansatz wirurde anschließend bei -20°C bis zur weiteren Verwendung 
aufbewahrt.  
 
4.3.2 Quantitative real time PCR  
 
Die cDNA-Produkte stellen die Voraussetzung für eine Amplifikation der zu 
untersuchenden miRNA dar. Die Quantifizierung wird mit Hilfe der qRT-PCR 
generiert.  
Der Mastermix wurde nach folgendem Pipettierschema (Tabelle 15) hergestellt, 
durchmischt und zentrifugiert.  
 
Tabelle 15: Mastermixansatz für die qRT-PCR 
Komponente Volumen in 10 µl Reaktion
TaqMan MicroRNA Assay Primer (20x) 0,5 µl
TaqMan Gene Mastermix 5,0 µl
Nuklease freies Wasser 3,5 µl
Gesamt 9 µl  
 
Es wurde 1 µl cDNA jeweils und 9 µl Mastermix in eine 96-Well Platte überführt.  
Als Kontrolle wurde für jede miRNA parallel ein Non Template Control (NTC) 
mitgeführt, bei welcher die 9 µl Mastermix mit 1 µl Wasser versetzt wurde. Die 
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Proben und Kontrollen wurden jeweils in drei technischen Replikaten aufgetragen. Im 
Anschluss wurde die 96-Well Platte mit einer Folie luftdicht verschlossen, um 
Verdampfung während der Temperaturveränderungen beim Amplifizierungsvorgang 
zu vermeiden. Im Folgenden wurden die Proben für eine Minute bei 1000 U/min 
zentrifugiert und anschließend in die dafür vorgesehene Vorrichtung des 
LightCycler®480 überführt und das Programm gestartet. 
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AmpliTaq Gold Enzym Aktivierung 10 min 95°C 
Denaturierung    15 s  95°C 
Annealing+Elongation   60 s  60°C 
 
Damit das Protokoll ohne Unterbrechung ablaufen kann, ist eine thermostabile  
DNA-Polymerase unabdingbar. Am häufigsten werden taq man DNA-Polymerasen 
verwendet, da diese eine schnelle Prozessierung bei der Elongation unter 60°C 
bewerkstelligen und bei 95°C eine hohe Thermostabilität aufweisen.  
Die Amplifikation wird mit Hilfe von Sonden quantitativ detektiert. Die Sonden sind mit 
Quencher und einer Fluoreszenzmarkierung versehen (Abbildung 7). Der Abstand 
zwischen beiden ist so, dass bei der ungebundenden Sonde nach Einstrahlung von 
Primärlicht das vom Fluoreszenzfarbstoff emittierte Licht durch den Quencher 
absorbiert wird und somit kein Signal ausgesendet wird. Sobald die Sonde an die zu 
analysierenden DNA hybridisiert und der fluoreszierende Teil aus der Sonde durch 
die 5´-3´-Exonukleaseaktivität der Taqman DNA-Polymerase entfernt wird, ist ein 
Fluoreszenzsignal detektierbar. Da das gequenchte Fluoreszenznukleotid nur im 
Hybridkomplex freigesetzt und dadurch fluoreszierend wird, ist die über die 
Entkopplung mit dem Quencher erzeugte Fluoreszenz ein direktes Maß für die 
Menge des gebildeten Hybridkomplexes. Da die Fluoreszenzintensität nach jedem 
Zyklus in Echtzeit detektiert wird, spricht man hier von einer real-time-Messung. 
 
45 Zyklen 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Prinzips der qRT-PCR (nach Applied 
Biosystems) 
 
Nun kann die Fluoreszenz gegen die PCR-Zyklen abgebildet werden (Abbildung 8). 
Der Kurvenverlauf kann in drei Abschnitte eingeteilt werden. Im ersten Abschnitt ist 
die Templatemenge relativ gering und die Wahrscheinlichkeit, dass sich Template, 
Primer und Polymerase treffen ist suboptimal. Der zweite Abschnitt definiert sich über 
deren exponentielle Phase, in der sich die Templatemenge in jedem Zyklus 
verdoppelt. Das führt zum Verbrauch der Substrate und somit zum dritten Abschnitt, 
der in einer Plateauphase gipfelt.  
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Das Fluoreszenzsignal ist erst ab einem gewissen Schwellenwert (Threshold) 
sichtbar und jener ist einem PCR-Zyklus zugeordnet. Dieser PCR-Zyklus, bei dem 
das Signal erstmals das Hintergundrauschen übersteigt, wird mit Hilfe des Cp-Wertes 
(crosspoint) angegeben.  
Bei der PCR sollte bei jedem Zyklus die Templatemenge verdoppelt werden und da 
die Amplifikation exponentiell und nicht linear verläuft, können kleinste 
Veränderungen der Effizienz der Amplifikationsreation die gesamte 
Produktendmenge verändern. Idealerweise würde Formel (1) die Anzahl der 
Amplikate widerspiegeln. In Realität ist von Formel (2) auszugehen.  
 
(1) 𝑁 = 𝑁0 × 2
𝑛                                     (2)  𝑁 = 𝑁0 × (1 + 𝐸)
𝑛 
𝑁 = Anzahl der amplifizierten Moleküle 
𝑁0  = Molekülzahl vor der Amplifikation 
𝑛 = Zyklenzahl 
𝐸 = Effizienz der Reaktion 
Formel (1): Berechnungsformel der idealen Amplikatmenge 
Formel (2): Berechnungsformel der realen Amplikatmenge 
 
Abbildung 8: Darstellung eines Verlaufs einer Fluoreszenzkurve mittels qRT-PCR 
(modifiziert nach NCBI)  
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Die Effizienz kann zwischen 0 – 1 sein. Um die Effizienz zu bestimmen, wird eine 
Verdünnungsreihe angelegt, wie in der Abbildung 9 dargestellt. Je mehr eine Probe 
verdünnt wird, umso später ist der Cp-Punkt zu erwarten. Die Probe wurde 
schrittweise 1:10 verdünnt. Bei optimalen PCR-Bedingungen sollte bei einem 
Verdünnungsfaktor von 1:10 zwischen den einzelnen Cp-Punkten der Kurven  
3,32 Zyklen liegen (2𝑛=Verdünnungsfaktor). 
 
 
Abbildung 9: Beispiel für eine Verdünnungsreihe 
 
Um eine aussagekräftige Angabe von Veränderungen der Genexpression in den 
Proben zu erhalten, ist eine relative Quantifizierung mit Hilfe eines endogenen 
Referenzgens eine etablierte Variante. Die genutzte RNU48 zeigt eine stabile 
Expression unter den getesteten Bedingungen. Somit wird im selben Probenmaterial 
sowohl das Referenzgen (RNU48) also auch die zu untersuchende jeweilige miRNA 
bestimmt und dann wie in Formel (3) gezeigt, ins Verhältnis gesetzt. Das Ergebnis ist 
eine dimensionslose Zahl, die die relative Genexpression anzeigt.  
 




Formel (3): Berechnungsformel der relativen Genexpression 
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Bei der qRT-PCR besteht eine hohe Kontaminationsproblematik mit Proteinen und 
genomischer DNA. Das resultiert daraus, dass mit sehr kleinen Flüssigkeitsmengen 
gearbeitet wird. Verstärkt wird das Problem dadurch, dass aus wenigen Molekülen 
exponentiell viele hergestellt werden. Somit kann es zu falsch positiven Ergebnissen 
kommen, da jedes Molekül ein optimales Template für einen weiteren 
Amplifikationsprozess darstellt. Daher wurden die Proben als technisches Triplikat 
durchgeführt, um einzelne Verunreinigungen bei der Amplifikation zu erkennen und 
diese Proben auszuschließen. Durch Wiederholungen der Amplifikation oder des 
kompletten Prozesses der qRT-PCR konnte das Ergebnis korrigiert werden.  
 
4.4 Biostatistische Auswertung 
 
Sowohl die Cp-Werte der qRT-PCR als auch die Effizienzen wurden mit der 
Auswertungssoftware für den Light Cycler® 480 (Roche) 1.5.0 Version erstellt. 
Anschließend wurden die Mittelwerte mit Hilfe einer Referenz in Excel (Microsoft 
Office Excel 2007) nach folgender Formel (4) normalisiert:  
 





Formel (4): Berechnung des normalisierten Cp-Wertes 
 
Im Anschluss daran konnten die normalisierten Expressionswerte der einzelnen 
Gruppen unter Verwendung des Statistikprogramms IBM® SPSS® Statistics 20 
graphisch in Form von Boxplots dargestellt werden. Die miRNA-Expressionsdifferenz 
von zwei Probengruppen wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test durchgeführt und 
somit 2-seitige asymptomatische Signifikanzen berechnet. Definiert wurde ein p-Wert 
≤0,05 als signifikant, <0,01 als hoch signifikant und <0,001 als höchst signifikant.  
Der fold change wurde mit dem Relative Expression Software Tool (REST 2009) von 
Qiagen erstellt. Damit wurde mathematisch die Differenz von 2 Gruppen bestimmt. 
Ein Wert >1 bedeutet eine Überexpression von einer Gruppe zu einer anderen und 
ein Wert <1 steht für eine Herunterregulation.  
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5.1 Ergebnisse aus den Vorarbeiten 
 
In Vorarbeiten wurden in unserer Arbeitsgruppe Microarray-Analysen an einem 
kleineren Patientenpool von 22 Primärtumoren (metastasierte und nicht 
metastasierte) und 8 Lungenmetastasen durchgeführt. Dabei wurden 22 miRNAs aus 
Gefriermaterial detektiert, die signifikante Expressionsunterschiede in 
Lungenmetastasen im Vergleich zu metastasierten und zu nicht metastasierten 




Abbildung 10: Microarray Heatmap der miRNA-Analyse von Primärtumoren (braun) im 
Vergleich zu Lungenmetastasen (blau). Dargestellt sind statistisch signifikante Unterschiede 
im miRNA-Expressionsprofil ausgehend von GesamtRNA aus Gefriermaterial 
 
Von den Microarray-Ergebnissen wurden vier miRNAs (miR-10b, -615, -33b* und  
-199b) für die weitere Validierung ausgewählt, welche den stärksten Signifikanzwert 
besitzen und somit die deutlichsten Unterschiede zwischen Primärtumoren und 
Metastasen aufweisen (Tabelle 16).  
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Tabelle 16: MiRNAs mit der stärksten Expressionsänderung in Lungenmetastasen verglichen 
mit Primärtumoren nach Microarray-Analyse 








5.2 Bestimmung der Effizienzen der miRNA-Amplifikation 
 
Es wurden zunächst von den vier Kandidaten-miRNAs (miR-10b, -615, -33b* und  
-199b) und von der endogenen Kontroll-RNA RNU48, die jeweilige Effizienz der 
Amplifikationsreaktion bestimmt. Hier dargestellt sind die Amplifikationskurven der 
einzelnen Verdünnungen von miR-10b (Abbildung 11).  
 
 
Abbildung 11: Amplifikationskurven der Verdünnungen (1:0,2; 1:2; 1:20 und 1:200) zur 
Bestimmung der Effizienz am Beispiel von miR-10b  
 
Um jeweils eine korrekte Normalisierung gewährleisten zu können, wurden die 
Effizienzen für jeden Primer von GesamtRNA in den verschiedenen 
Ausgangsmaterialien (Gefriermaterial und FFPE-Proben) bestimmt und in folgenden 
Tabelle 17 und Tabelle 18 dargestellt. 
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5.3 Validierung der Microarray-Ergebnisse 
5.3.1 Validierung an kryokonservierten Proben 
 
Die in den vorangegangenen Microarray-Analysen detektierten 
Expressionsunterschiede zwischen Tumoren (metastasierten und nicht 
metastasierten) und Lungenmetastasen wurden nun im Rahmen dieser 
Promotionsarbeit an einem unabhängigen und größeren Probenkollektiv mit Hilfe der 
qRT-PCR validiert. Hierfür wurden kryokonservierte Gewebe von 44 kzNZK Tumoren 




Sowohl zwischen den Lungenmetastasen verglichen mit den nicht metastasierten 
Tumoren (4fach, p-Wert=0,00002), als auch verglichen mit den metastasierten 
Tumoren (3,11fach, p-Wert=0,001), konnte eine signifikant erniedrigte miRNA-
Expression bestätigt werden (Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Relative Genexpression von miR-10b in Lungenmetastasen im Vergleich zu 





Die Auswertung von miR-615 zeigte eine signifikant verminderte Expression in den 
Lungenmetastasen verglichen mit den nicht metastasierten Tumoren (2,34fach,  
p-Wert=0,00005). Beim Vergleichen der Lungenmetastasen mit den metastasierten 
Tumoren war eine tendenzielle, jedoch keine signifikante Expressionsdifferenz zu 
erkennen (Abbildung 13). 
 
 
Abbildung 13: Relative Genexpression von miR-615 in Lungenmetastasen im Vergleich zu 
metastasierten und nicht metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus 
Gefriermaterial 
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Im Gegensatz zu miR-10b und miR-615 konnte eine signifikante Erhöhung von  
miR-33b* in den Lungenmetastasen im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren 
(2,09fach, p-Wert=0,025) gezeigt werden. Auch hier konnten keine signifikante 
Expressionsdifferenzen von miR-33b* zwischen den Lungenmetastasen und den 
metastasierten Tumoren festgestellt werden (Abbildung 14).  
 
 
Abbildung 14: Relative Genexpression von miR-33b* in Lungenmetastsen verglichen mit 





MiR-199b wies in Lungenmetastasen eine 29,71fach erhöhte Expression in 
Lungenmetastasen verglichen mit den nicht metastasierten Tumoren auf  
(p-Wert=0,000003). Zusätzlich wurden signifikante Expressionsunterschiede 
zwischen den Lungenmetastasen und den metastasierten Tumoren (12,4fach,  
p-Wert=0,00002) detektiert (Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Relative Genexpression von Lungenmetastasen verglichen mit nicht 
metastasierten und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus 
Gefriermaterial 
 
5.3.2 Validierung an FFPE-Proben 
 
Nach der Bestätigung der Microarrayergebnisse an kryokonservierten Proben wurde 
an einem unabhängigen Kollektiv aus FFPE-Gewebeproben die Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse untersucht. Die verwendeten Proben setzten sich zusammen aus 12 





Abbildung 16 zeigt eine Herunterregulation der Lungenmetastasen verglichen mit 
den nicht metastasierten Tumoren (2,67fach, p-Wert=0,034). Zusätzlich konnte eine 
Herunterregulation von miR-10b in Lungenmetastasen im Vergleich zu 
metastasierten Tumoren nachgewiesen werden (3,18fach, p-Wert=0,025). 
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Abbildung 16: Relative Genexpression von miR-10b in Lungenmetastasen verglichen mit 





Für miR-615 wurde eine signifikant erniedrigte Expression in den Lungenmetastasen 
sowohl im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren (4,55fach, p-Wert=0,003) als 
auch zu metastasierten Tumoren (3,3fach, p-Wert=0,007) bestätigt (Abbildung 17). 
 
 
Abbildung 17: Relative Genexpression von miR-615 in Lungenmetastasen im Vergleich zu 





In den FFPE-Proben zeigte miR-33b* in den Lungenmetastasen keine signifikante 
Expressionsänderung verglichen mit den nicht metastasierten Tumoren noch 
Fehler! Verwenden Sie die Registerkarte 'Start', um Heading 1 dem Text 
zuzuweisen, der hier angezeigt werden soll. 
 
56 
verglichen mit den metastasierten Tumoren (Abbildung 18). Jedoch war eine 
tendenzielle Expressionsdifferenz zwischen den Lungenmetastasen im Vergleich zu 
dem metastasierten Tumor erkennbar. 
 
 
Abbildung 18: Relative Genexpression von Lungenmetastasen im Vergleich mit nicht 





MiR-199b zeigte in den FFPE-Geweben die deutlichste Hochregulation der 
Lungenmetastasen gegenüber den nicht metastasierten Tumoren (11,06fach, p-




Abbildung 19: Relative Genexpression von miR-199b in Lungenmetastasen verglichen mit 
nicht metastasierten und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus FFPE-
Gewebe 
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5.4 Analyse der miRNA-Expression in verschiedenen 
Metastasierungsorten 
 
Um zu überprüfen, ob die Expression der Kandidaten-miRNAs auch in anderen 
Metastasierungsorten verändert ist, wurden zusätzlich zu Proben aus 
Lungenmetastasen weitere Metastasenlokalisationen mit Primärtumoren verglichen. 
Für das kryokonservierte Gewebe bestand das untersuchte Probenkollektiv aus 44 
kzNZK Tumoren (21 nicht metastasierte, 23 metastasierte), 18 Fernmetastasen (12 
Lungenmetastasen, 6 Abdomenmetastasen) und 15 nicht malignen Nierengeweben. 
Durch die Verwendung von FFPE-Proben bestand die Möglichkeit, die Ergebnisse an 
einem anderen Ausgangsmaterial mit einer unabhängigen Probenkohorte zu 
überprüfen und zwei weitere Metastasierungsorte zu betrachten. Der Probenpool 
bestand aus 12 kzNZK (6 nicht metastasierte Tumoren und 6 metastasierte 
Tumoren) und 21 Fernmetastasen (9 Lungenmetastasen, 6 Knochenmetastasen und 
6 Hirnmetastasen). 
 
5.4.1 miR-10b-Expressionsprofil in kryokonservierten Proben 
 
Bei differenzierter Betrachtung der Fernmetastasen zeigten sich geringe 
ortsspezifische Unterschiede. MiR-10b war in Lungenmetastasen niedriger exprimiert 
(4fach, p-Wert=0,00002) als in Abdomenmetastasen (3,62fach, p-Wert=0,004) im 
Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren. Einen zusätzlichen signifikanten 
Expressionsunterschied zu metastasierten Tumoren zeigten nur die 
Lungenmetastasen (3,11fach, p-Wert=0,001), aber nicht die Abdomenmetastasen 
(Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Relative Genexpression von miR-10b in Metastasen der Lunge und des 
Abdomens vs. nicht malignen Nierengeweben, nicht metastasierten Tumoren und 
metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus kryokonservierten Gewebe  
 
5.4.2 miR-10b-Expressionsprofil in FFPE-Proben 
 
In Abbildung 21 wird die Herunterregulation von miR-10b in Lungen- (2,67fach, p-
Wert=0,034) und Hirnmetastasen (8,33fach, p-Wert=0,004) im Vergleich zu nicht 
metastasierten Tumoren dargestellt. Zusätzlich konnten geringere Expressionen in 
Lungen- (3,18fach, p-Wert=0,025) und Knochenmetastasen (3,58fach, p-
Wert=0,025) in Bezug zu metastasierten Tumoren gezeigt werden. In 
Hirnmetastasen war im Vergleich zu metastasierten Tumoren (9,9fach,  
p-Wert= 0,006) eine deutlichere Herunterregulation nachweisbar.  
 
 
Abbildung 21: Relative Genexpression von miR-10b in Lungenmetastasen, 
Knochenmetastasen und Gehirnmetastasen im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren 
und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus FFPE-Gewebe 
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5.4.3 miR-615-Expressionsprofil in kryokonservierten Proben 
 
MiR-615 zeigte eine verminderte Expression in Fernmetastasen der Lunge und des 
Abdomens gegenüber nicht malignen Nierengeweben und nicht metastasierten 
Tumoren. Bei Unterscheidung der Metastasenorte war eine stärkere 
Herunterregulation in den Lungenmetastasen (2,34fach, p-Wert=0,00005) als in den 
Abdomenmetastasen (1,93fach, p-Wert=0,031), jeweils im Vergleich zu nicht 
metastasierten Tumoren, zu verzeichnen (Abbildung 22). 
 
 
Abbildung 22: Relative Genexpression von miR-615 in Lungenmetastasen und 
Abdomenmetastasen vs. nicht malignen Nierengeweben, nicht metastasierten Tumoren und 
metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus kryokonservierten Gewebe 
 
5.4.4 miR-615-Expressionsprofil in FFPE-Proben 
 
Für miR-615 wurden signifikant erniedrigte Expressionswerte für Lungen- (4,55fach, 
p-Wert=0,003) und Hirnmetastasen (2,58fach, p-Wert=0,037) in Bezug zu nicht 
metastasierten Tumoren detektiert. Eine signifikant verminderte Expression 
verglichen mit metastasierten Tumoren (3,3fach, p-Wert=0,007) zeigte sich nur für 
Lungenmetastasen (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: Relative Genexpression von miR-615 in Lungenmetastasen, 
Knochenmetastasen und Gehirnmetastasen im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren 
und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus FFPE-Gewebe 
 
5.4.5 miR-199b-Expressionsprofil in kryokonservierten Proben 
 
Nur die Lungenmetastasen zeigten eine deutliche Überexpression sowohl zu nicht 
metastasierten Tumoren (29,71fach, p-Wert=0,000003) als auch zu metastasierten 
Tumoren (12,4fach, p-Wert=0,00002) (Abbildung 24). 
 
 
Abbildung 24: Relative Genexpression von miR-199b in Lungenmetastasen und 
Abdomenmetastasen im Vergleich mit nicht malignen Nierengeweben, nicht metastasierten 
Tumoren und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus kryokonservierten 
Gewebe 
 
5.4.6 miR-199b-Expressionsprofil in FFPE-Proben 
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Eine deutlich erhöhte Expression von miR-199b war in Lungenmetastasen zu 
verzeichnen im Vergleich zu nicht metastasierten (11,06fach, p-Wert=0,003), als 
auch zu metastasierten Tumoren (12,36fach, p-Wert=0,002). Zusätzlich konnte bei 
den Knochenmetastasen verglichen mit nicht metastasierten Tumoren (4,28fach, p-
Wert=0,025) und mit metastasierten Tumoren (4,78fach, p-Wert=0,025) eine 
Expressionserhöhung beobachtet werden, welche aber weit weniger prägnant als bei 
den Lungenmetastasen war. Die Hirnmetastasen ließen weder zu nicht 
metastasierten Tumoren noch zu metastasierten Tumoren Expressionsänderungen 
von miR-199b erkennen (Abbildung 25). 
 
 
Abbildung 25: Relative Genexpression von miR-199b in Lungenmetastasen, 
Knochenmetastasen und Gehirnmetastasen im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren 
und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus FFPE-Gewebe 
 
5.4.7 miR-33b*-Expressionsprofil in kryokonservierten Proben 
 
Für miR-33b* konnte bei detaillierter ortsspezifischer Betrachtung ausschließlich eine 
Expressionserhöhung zwischen Lungenmetastasen im Vergleich zu nicht 
metastasierten Tumoren (2,09fach, p-Wert=0,006) detektiert werden, wohingegen die 
Abdomenmetastasen keine signifikanten Unterschiede gegenüber den nicht 
metastasierten Tumoren aufwiesen (Abbildung 26). Ein signifikanter 
Expressionsunterschied der Fernmetastasen im Vergleich zu metastasierten 
Tumoren konnte nicht detektiert werden.  
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Abbildung 26: Relative Genexpression von miR-33b* in Lungen- und Abdomenmetastasen 
verglichen mit nicht malignen Nierengeweben, nicht metastasierten Tumoren und 
metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus kryokonservierten Gewebe 
 
5.4.8 miR-33b*-Expressionsprofil in FFPE-Proben 
 
Hirnmetastasen zeigten eine signifikante Hochregulation der miR-33b* in Bezug zu 
metastasierten Tumoren (3,04fach, p-Wert=0,006). Es konnte für keine weitere 
Metastasenlokalisation ein signifikanter Expressionsunterschied verglichen mit 
Primärtumoren nachgewiesen werden (Abbildung 27). 
 
 
Abbildung 27: Darstellung der relativen Genexpression von miR-33b* in Lungenmetastasen, 
Knochenmetastasen und Gehirnmetastasen im Vergleich zu nicht metastasierten Tumoren 
und metastasierten Tumoren ausgehend von GesamtRNA aus FFPE-Gewebe 
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Das kzNZK weist aufgrund seines hohen Metastasierungspotentials die höchste 
Mortalität unter den urologischen Tumoren auf. Treten Metastasen auf, sinkt die  
5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit auf unter 10%.  
Um die Prognose der Patienten verbessern zu können, ist ein umfassendes 
Verständnis des Metastasierungsprozesses erforderlich. In verschiedenen soliden 
Tumoren konnten miRNAs eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression und 
Metastasierung zugeordnet werden, unter anderem im Mamma-, Lungen-, Pankreas- 
und Magenkarzinom (Davoren et al. 2008, Yanaihara et al. 2006, Bloomston et al. 
2007, Petrocca et al. 2008). Allerdings ist die Relevanz von miRNAs beim kzNZK, 
speziell bei der Metastasierung, bisher nur wenig untersucht. In der vorliegenden 
Arbeit wurden daher Primärtumoren und Fernmetastasen hinsichtlich ihrer miRNA-
Expression vergleichend betrachtet. 
Neben der Metastasierung an sich, ist auch der jeweilige Metastasenort ein 
entscheidender Einflussfaktor für die Prognose und das Therapieansprechen. In 
einer retrospektiven Studie von McKay et al. 2014 konnte gezeigt werden, dass 
Patienten mit ossären und/ oder hepatischen Metastasen nach einer 
leitliniengerechten Therapie eine schlechtere Gesamtüberlebenszeit aufwiesen als 
Patienten mit Metastasen in Lunge, Gehirn, Lymphknoten und anderen 
Metastasenorten (McKay et al. 2014). Um die metastasierungsassoziierten Prozesse 
am Metastasenort besser zu verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit 
verschiedene Metastasenorte in die Untersuchung einbezogen. Das Verständnis der 
biologischen Prozesse stellt die Voraussetzung für eine individuelle, klinisch 
relevante Risikostratifizierung und Therapieplanung dar. In den nachfolgenden 
Abschnitten werden zunächst die methodischen Aspekte und anschließend die 
Ergebnisse inhaltlich diskutiert. 
 
6.1 Diskussion methodischer Aspekte 
 
Um differenziell exprimierte miRNAs zu detektieren, ist die Microarrayanalyse ein 
übliches Standardverfahren, da hierbei die Expression aller bekannten miRNAs 
gemessen wird. In Vorarbeiten wurde mit Hilfe der Microarray-Analyse das miRNA-
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Profil in Lungenmetastasen mit denen von metastasierten und nicht metastasierten 
Primärtumoren verglichen. Diese Ergebnisse sollten im Rahmen dieser Arbeit an 
einer größeren Fallzahl validiert werden. Microarrayanalysen unterliegen einer 
gewissen Limitation, da sie eine relativ hohe Falsch-Positiv-Rate aufweisen können. 
Folglich ist eine anschließende Validierung mit einer quantitativen Methode 
erforderlich, was unter anderem Gegenstand dieser Promotionsarbeit war. 
Die qRT-PCR gilt als quantitative und sensitive Methode, um die Expression von 
miRNAs reproduzierbar und genau vergleichen zu können und ist somit als 
Standardmethode für die Validierung etabliert. Für einen relativen Vergleich der 
miRNA-Expression in verschiedenen Geweben werden Referenzgene zur 
Normalisierung benötigt, die in den zu vergleichenden Geweben eine stabile 
Expression aufweisen müssen. Beim Vergleich der Ergebnisse mit anderen 
Publikationen ist zu erwähnen, dass in den unterschiedlichen Studien keine 
einheitlichen Referenzgene verwendet wurden. Obwohl die Normalisierung mit 
verschiedenen Referenzgenen keine Unterschiede im Ergebnis zeigen sollten, 
konnte die Studie von Wotschofsky et al. 2011 darlegen, dass beim Vergleich von in 
der Literatur empfohlenen Referenzgenen Unterschiede in den Gewebegruppen 
(nicht malignen Nierengewebe, malignes Nierengewebe und Knochenmetastasen) 
des kzNZKs festzustellen sind (Wotschofsky et al. 2011). So ist eine komplette 
Kontroversität bei miR-106b zu sehen. In einer Veröffentlichung wurde miR-106b für 
das kzNZK als Referenzgen bestätigt (Juan et al. 2010). In einer anderen 
Veröffentlichung wird miR-106b als stärkster Indikator für Metastasierung nach 
Nephrektomie betrachtet (Slaby et al. 2010). Nach der Veröffentlichung von 
Wotschofsky et al. (2011) ist die Vergleichbarkeit von Publikationen bei Verwendung 
verschiedener Referenzgene kritisch zu betrachten. In der vorliegenden Arbeit wurde 
RNU48 als Referenzgen verwendet, da es in den drei Gewebegruppen stabil und 
gleich exprimiert ist und keine Abhängigkeit von Alter, Tumorstadium und Tumorgrad 
zeigte. 
 
Die Isolierung von GesamtRNA aus den verschiedenen Ausgangsmaterialien erfolgte 
mit filterbasierten Isolierungssystemen. Bei diesen Verfahren wird die Gefahr von 
Verunreinigungen mit Proteinen, Lösungsmitteln oder DNA minimiert. Mit Hilfe des 
NanoDrops konnte gezeigt werden, dass die Qualität der GesamtRNA aus FFPE-
Geweben deutlich niedriger war als bei kryokonservierten Proben. Die Qualität der 
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FFPE-Proben ist nach dem Fixationsprozess durch Degradierung, Quervernetzung 
und chemische Modifikationen stark beeinträchtigt (Bourgon et al. 2014). Vorarbeiten 
haben allerdings bestätigt, dass die geringere Qualität der RNA keinen Einfluss auf 
die miRNA-Expressionsanalysen hat. Möglicherweise sind die miRNAs, wegen ihrer 
geringen Größe, in den FFPE-Proben relativ stabil (Lu et al. 2005, Hui et al. 2009). In 
der Klinik werden Gewebeproben routinemäßig als FFPE-Proben konserviert, um die 
histopathologische Klassifikation von Tumoren und anderen Erkrankungen 
durchzuführen. Somit stehen durch FFPE-Proben größere Probenkollektive zur 
Verfügung, mit denen miRNA-Profile valide identifiziert werden könnten. Im Jahr 
2010 wurde für das kzNZK erstmals gezeigt, dass FFPE-Proben für miRNA-
Expressionsuntersuchungen geeignet sind. Weng et al. konnte an FFPE- und 
kryokonservierten Geweben belegen, dass, unabhängig von der Fixierung, dieselben 
miRNAs in Primärtumoren verglichen mit nicht malignen Geweben verändert waren 
(Weng et al. 2010). Die fold changes waren vergleichbar, aber nicht identisch. Um 
dies an eigenen Daten zu bestätigen, wurden in der vorliegenden Arbeit die 
ausgewählten miRNAs einmal an einer kryokonservierten Kohorte und einmal an 
einer unabhängigen FFPE-konservierten Kohorte analysiert. Verglichen wurden die 
fold changes in den einzelnen Probengruppen. Die Expressionsänderungen konnten 
in beiden Ausgangsmaterialien nachgewiesen werden. Es wurden allerdings 
minimale Unterschiede in den fold changes zwischen den Ausgangsmaterialien 
festgestellt. Zusammenfassend sind die FFPE-Proben für die Microarrayanalyse und 
die qRT-PCR geeignet. Somit können in Zukunft auch retrospektiv größere Studien 
an FFPE-Proben durchgeführt werden. Aber die Ergebnisse belegen auch, dass 
innerhalb einer Studie nur eine Art des Ausgangsmaterials verwendet werden sollte. 
 
6.2 Diskussion der Expressionsanalysen 
 
Für die Validierung wurden zwei herunter- und zwei hochregulierte miRNAs 
ausgewählt, um potentielle Tumorsuppressoren, aber auch Onkogene 
einzuschließen. Übereinstimmend mit den Microarray-Ergebnissen sind miR-10b und 
miR-615 in den Lungenmetastasen signifikant zu Primärtumoren herunterreguliert, 
wohingegen miR-199b hochreguliert ist. Die Robustheit der ausgewählten miRNAs 
als potentielle Marker der Metastasierung und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
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werden durch die Validierung an zwei unabhängigen Patientenkohorten aus zwei 
verschiedenen Ausgangsmaterialien belegt. Bei miR-33b* zeigt sich in den 
kryokonservierten Proben ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen den 
Lungenmetastasen und den nicht metastasierten Primärtumoren, welcher in den 
FFPE-Proben nicht bestätigt werden konnte. Dies könnte auf die großen 
Schwankungen der Expression der nicht metastasierten Tumoren zurückzuführen 
sein. Die Ergebnisse zeigen eine Reproduzierbarkeit der Microarrayanalysen an. 
Auch abzuleiten ist, dass für jede einzelne miRNA eine Validierung vorgenommen 
werden muss. 
Für die drei miRNAs (miR-10b, -615 und -199b) ist zu erwähnen, dass die 
Primärtumoren jeweils große miRNA-Expressionsschwankungen aufzeigen, was zu 
höheren Interquartilenabständen führt (Abbildung 12, Abbildung 20, Abbildung 21, 
Abbildung 22 und Abbildung 23). Ursache für die Streuung könnte die intratumorale 
Heterogenität sein. Primärtumorproben könnten aus der Tumorperipherie, oder auch 
mit Teilen des Tumorzentrums entnommen worden sein. Die gesetzten Bedingungen 
für die Proben (mindestens 75% Tumoranteil, keine Nekrosen oder größere 
Einblutungen) wurden eingehalten. Tumoren bestehen aus Tumorzellen und einem 
Tumorstroma (Bindegewebe, Blutgefäßen und entzündliche Infiltrate), die jeweils 
eine spezifische miRNA-Expression aufweisen. Bei schnell wachsenden Tumorzellen 
kann sich das Stroma unzureichend ausbilden und es kommt vermehrt im 
Tumorzentrum zu Sauerstoffmangel verglichen mit der Tumorperipherie. Sowohl die 
Zentrum-Peripherie-Divergenz als auch die Heterogenität des Tumors wäre eine 
Erklärung für die Streuung. Dabei ist zum einen die mögliche Heterogenität der 
einzelnen Tumorzellen im Karzinom, aggressivere, also zur Invasion und 
Metastasierung neigende, und weniger aggressive Tumorzellen gemeint. Zum 
anderen ist damit zu rechnen, dass die Tumorproben mit anderen Zelltypen wie 
Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen durchsetzt sind und somit die relative 
miRNA-Expression der Tumorprobe unterschiedlich beeinflussen. 
 
Nach der Bestätigung der Microarrayergebnisse wurden im nächsten Schritt bewusst 
andere Metastasierungsorte mit eingeschlossen, um zu prüfen, ob ähnliche 
Expressionsänderungen von miRNAs in verschiedenen Metastasenorten vorliegen. 
Hierfür wurden zusätzlich zu den Lungenmetastasen bei kryokonservierten Proben 
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Metastasen des Abdomens und bei FFPE-Proben Gehirn- und Knochenmetastasen 
untersucht.  
MiR-33b* zeigte in den kryokonservierten Geweben, neben der signifikanten 
Expressionsdifferenz zwischen Lungenmetastasen und nicht metastasierten 
Tumoren, keine weitere signifikante Expressionsdifferenz zwischen einer anderen 
Metastasenlokalisation und den Primärtumoren. In den FFPE-Proben konnte eine 
signifikante Expressionsdifferenz in den Gehirnmetastasen verglichen mit 
metastasierten Primärtumoren nachgewiesen werden. In der Literatur sind wenige 
Studien zur miR-33b*-Expression in Verbindung mit Tumoren veröffentlicht. Im 
Medulloblastom konnte eine Herunterregulierung in Tumorzellen verglichen mit 
Normalgeweben detektiert werden (de Bont et al. 2008). Nach funktionellen Analysen 
in Medulloblastomzellen und Leberzellen soll eine niedrig exprimierte miR-33b* die 
Zellproliferation aktivieren (Takwi et al. 2012, Cirera-Salinas et al. 2012). Ob diese 
miRNA eine Rolle in den Metastasen des kzNZKs spielt, ist unbekannt und 
Expressionsunterschiede konnten auch in dieser Arbeit nicht eindeutig bestätigt 
werden. Der Fokus der weiteren Diskussion liegt daher nicht auf miR-33b*. 
MiR-10b hingegen zeigte eine erniedrigte Expression in Abdomen-, Lungen-, Gehirn- 
und Knochenmetastasen im Vergleich zu Primärtumoren. In der vorliegenden Arbeit 
wurden für miR-10b in allen untersuchten Metastasenorten an zwei unabhängigen 
Kohorten und in zwei unterschiedlichen Ausgangsmaterialien eine signifikante 
Herunterregulation in den Metastasen verglichen mit den Primärtumoren detektiert. 
Diese Ergebnisse konnten durch andere Studien bestätigt werden. Wu et al. konnten 
2012 in ihrer Studie (Wu et al. 2012) zeigen, dass die Expression von vier miRNAs 
mit der Metastasierung und der Prognose korreliert. Das Patientenkollektiv bestand 
aus 13 nicht metastasierten Primärtumorgeweben und 15 Metastasen. Bei den 
Metastasen wurde jedoch die Lokalisation nicht unterschieden und auch 
Lymphknotenmetastasen wurden mit einbezogen. Anhand von Microarrayanalysen 
wurden 7 hochregulierte und 14 herunterregulierte miRNAs detektiert. Aus 21 
Kandidaten-miRNAs wurde im Anschluss an die qRT-PCR eine 4 miRNA Signatur 
(miR-130b, -199b, -10b und -139) erstellt. Anhand dieser Signatur wurden Patienten 
in Hoch- und Niedrigrisikogruppen eingeteilt und auf Metastasierungsrisiko und 
tumorspezifisches Überleben untersucht. Diese Untersuchung belegt ergänzend zu 
den hier gezeigten Daten, dass miRNAs als potentielle Biomarker fungieren können.  
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White et al. haben eine weitere Studie durchgeführt, welche die miRNA-Expression 
von Metastasen ohne Angabe der Lokalisation und Primärtumoren des kzNZKs 
verglichen haben (White et al. 2011). In der Microarrayanalyse an 18 Primärtumoren 
und 10 Metastasen wurden 9 hochregulierte und 56 herunterregulierte miRNAs in 
den Metastasen gefunden. Fünf herunterregulierte miRNAs (miR-10b, -126, -196a,  
-204 und -215) wurden an 18 Primärtumoren und 10 Metastasen mit Hilfe der  
qRT-PCR bestätigt. Anschließend wurden diese miRNA-Expressionsunterschiede an 
80 FFPE-Proben verifiziert. Übereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit konnte die 
verminderte Expression von miR-10b in den Metastasen, verglichen zu 
Primärtumoren bestätigt werden, sowohl im kryokonservierten Geweben als auch in 
FFPE-Proben. Im Gegensatz zu den hier zitierten Studien von Wu et al. und White et 
al. wurde in der Publikation von Wotschofsky et al. der Metastasierungsort 
berücksichtigt (Wotschofsky et al. 2012). Sie untersuchten kryokonserviertes 
Normalgewebe (n=22), Tumorgewebe (nicht metastasierte Tumoren n=22 und 
metastasierte Tumoren n=22) und Gewebe aus Knochenmetastasen (n=13) des 
kzNZKs. Dabei detektierten sie eine stufenweise Herunterregluation der miRNAs. 
Zwischen Normalgeweben und Tumorgeweben waren 23 miRNAs in Tumorgeweben 
herunterreguliert. Darunter zum Beispiel miR-10b, -19a, -200c und andere. Eine 
weitere Herunterregulierung im Metastasengewebe von Knochen verglichen mit 
Tumorgeweben wurde bei 21 miRNAs detektiert. Übereinstimmend mit unserer 
Arbeit konnte die Herunterregulierung der miR-10b in Knochenmetastasen des 
kzNZKs verglichen mit den Primärtumoren und den Normalgeweben gezeigt werden.  
Die Funktion von miR-10b im kzNZK ist, nach aktuellem Kenntnisstand, nicht 
bekannt. Allerdings lassen die Ergebnisse die Hypothese zu, dass miR-10b eine 
funktionelle Relevanz bei der Entstehung und Entwicklung von Metastasen in 
entfernten Organen haben könnte. In anderen Tumorentitäten wie Mamma-, Magen- 
und Lungenkarzinom (Vimalraj et al. 2013, Han et al. 2014, Li et al. 2014, Liu et al. 
2013b) wurde die Bedeutung von miR-10b bei der Metastasierung nachgewiesen 
und die Targets und Signalwege von miR-10b mit funktionellen Analysen bestimmt. 
Es ist jedoch anzumerken, dass in diesen Tumorentitäten miR-10b, im Gegensatz 
zum kzNZK, eine erhöhte Expression in den Primärtumoren und Fernmetastasen 
verglichen mit Normalgeweben aufwiesen. Da miRNAs eine hohe Gewebespezifität 
besitzen, kann man aus diesen Daten nur begrenzt Rückschlüsse auf die Rolle von 
miR-10b in den Fernmetastasen des kzNZKs ziehen. Die Targetanalysen wurden in 
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in vitro Studien an etablierten Zelllinien durchgeführt. Beim Mammakarzinom wurde 
festgestellt, dass durch die erhöhte Expression von miR-10b Syndekan-1 inhibiert 
wird, wodurch die Metastasierung und Invasion des Primärtumors gefördert wird 
(Ibrahim et al. 2012). Des Weiteren soll die gesteigerte Expression von miR-10b 
durch die erniedrigte Regulation des epithelialen Markers E-Cadherin und die 
Hochregulation des mesenchymalen Markers Vimentin die EMT aktivieren (Han et al. 
2014). Li et al. konnten zeigen, dass im Magenkarzinom miR-10b verglichen mit 
normalen Geweben vermindert exprimiert und T-Lymphoma Invasion And 
Metastasis-Inducing Protein 1 (Tiam-1) ein Target ist (Li et al. 2014). Über den Tiam-
Rac-Signalweg wird die Metastasenbildung aktiviert. Die Publikationen beweisen, 
dass in Abhängigkeit von der Tumorentität unterschiedliche Targets für einzelne 
miRNAs zu erwarten sind. Theoretisch könnte jede miRNA aufgrund der 
Komplementarität an hunderte verschiedene mRNAs binden, was die funktionelle 
Variabilität in Abhängigkeit vom Gewebe und der Funktion widerspiegelt. Zusätzlich 
reguliert jede miRNA zellspezifisch mRNA-Targets. Diese Tatsache belegt die 
Notwendigkeit, die potentiellen Targets und die dadurch beeinflussten Signalwege 
entitätsspezifisch zu analysieren. Daher sollten die mRNA-Targets für miR-10b in 
den Metastasen des kzNZKs zukünftig in funktionellen Analysen und 
Expressionsstudien untersucht werden, um deren Bedeutung besser verstehen zu 
können.  
 
MiR-615 ist ebenfalls generell in Metastasen unabhängig vom Metastasierungsort 
niedrig exprimiert. Es konnte eine signifikante Herunterregulation der Metastasen des 
Abdomens, der Lunge und des Gehirns verglichen mit den Primärtumoren bestätigt 
werden, wobei für die Knochenmetastasen die gleiche Tendenz zu erkennen war. 
Dies könnte an der geringen Anzahl (n=6) der untersuchten Knochenmetastasen 
liegen. Es ist zu prüfen, ob die Erhöhung der Anzahl zu signifikanten Unterschieden 
führt. Andererseits könnte miR-615 nur eine geringe Rolle für Knochenmetastasen 
spielen. Für miR-615 konnten nur zwei tumorassoziierte Studien gefunden werden, 
die die biologische Funktion von miR-615 untersuchten. 2011 konnten Hulf et al. 
zeigen, dass miR-615 im Prostatakarzinom verglichen mit normalen Prostatagewebe 
hochreguliert ist (Hulf et al. 2011). Mit anderen Genen ist das miR-615-Gen 
zusammen mit dem Homebox (HOX)-Gen in einem Cluster auf dem Chromosom 13 
lokalisiert und soll somit bevorzugt HOX-mRNA beeinflussen (Yekta et al. 2008). Es 
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wurde berichtet, dass eine veränderte Expression der HOX-Gene sowohl zur 
Onkogenese als auch Tumorsuppression beitragen kann (Shah und Sukumar 2010). 
Wang et al. zeigte in seiner Studie an transfizierten Kolonkarzinomzellen, dass das 
Nasopharyngeal carcinoma-associated gene 6 (NGX6) durch miR-615 und 13 
andere miRNAs reguliert ist (Wang et al. 2010). Das NGX6 gilt als Tumorsuppressor 
des Kolonkarzinoms (Zhang et al. 2003). Dadurch wurden zellbiologische Prozesse 
wie Apoptose, Mobilität, Migration, Hydrolyseaktivtät und die molekulare 
Signaltransduktion verändert. 
 
Neben den oben genannten Gemeinsamkeiten gibt es auch Unterschiede im miRNA-
Profil der Tumorzellen an den spezifischen Metastasenorten. In der vorliegenden 
Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass miRNAs im kzNZK in 
Abhängigkeit vom Metastasierungsort spezifische Veränderung aufweisen. So zeigte 
sich eine 20fache Überexpression von miR-199b in den Lungenmetastasen im 
Vergleich zu Primärtumoren, jedoch nicht in den Metastasen des Abdomens, des 
Gehirns oder der Knochen. Unsere Ergebnisse bezüglich miR-199b in Metastasen 
des kzNZKs sind vergleichbar mit den Ergebnissen der oben zitierten Studie von Wu 
et al. (Wu et al. 2012). Die Autoren zeigten, dass neben miR-10b, auch miR-199b in 
Metastasen dereguliert ist, jedoch wurde der Metastasenort nicht berücksichtigt. 
Basierend auf unseren Ergebnissen und vor dem Hintergrund, dass die Lunge mit 
50-60% den Hauptmetastasierungsort des kzNZKs darstellt, lässt sich vermuten, 
dass die in der Studie von Wu et al. beschriebene signifikante Änderung von  
miR-199b durch eine hohe Anzahl von Metastasen aus der Lunge bedingt ist.  
Es ist zu klären, welche Mechanismen die Ortsspezifität von Metastasen 
verantworten. Nach aktueller Studienlage sind kaum Untersuchungen publiziert, die 
das miRNA-, RNA-, DNA- und Proteinspektrum in den Tumorzellen in Abhängigkeit 
vom Metastasierungsort in den Fokus stellten. Es ist zu vermuten, dass die 
Tumorzellen des Primärtumors und/ oder der durch spezifische Eigenschaften 
charakterisierte Metastasierungsort für die Ortsspezifität der miRNA-Expression 
verantwortlich sind. Bekannt ist, dass das Mikromilieu einen großen Einfluss auf die 
Tumorzellen hat (Kang et al. 2009). Verschiedene Daten unterstützen die These, 
dass das spezifische Mikromilieu am Metastasierungsort sowohl bei der Bildung der 
prämetastatischen Nische (Abbildung 28 A) als auch bei der Ausbildung der 
Metastasen von Bedeutung ist (Hiratsuka et al. 2006, Unwith et al. 2014). Dabei 
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spielen verschiedene Zellen wie Fibroblasten, Endothelzellen und Immunzellen eine 
große Rolle. Immunzellen, wie dendritische Zellen, werden über IFN-γ von 
natürlichen Killerzellen aktiviert und stellen bei geringerer Präsenz einen 
prädisponierenden Faktor zur Tumoretablierung dar (Naujoks et al. 2014). Des 
Weiteren ist ein saures Mikromilieu der Metastasenetablierung förderlich (Riemann et 
al. 2014). Dieses wirkt deregulierend auf die Integrität der Basalmembran (Kato et al. 
2005, Kato et al. 2007), auf die Aktivität von Ionenkanäle (Brackenbury 2012, 
Monteith et al. 2012, Schwab et al. 2012) und steigert über mitogen-activated 
protein-Kinase (MAP-Kinasen) und p38 die fokale Adhäsion (Riemann et al. 2011, 
Stock et al. 2005). Somit wird über ein saures Mikromilieu die Migration und Invasion 
von zirkulierenden Tumorzellen gefördert. 
Ausgehend vom Primärtumor wird der zukünftige Metastasenort zusätzlich über 
lösliche Faktoren wie VEGF (Kaplan et al. 2005), placental growth factor (PlGF) 
(Kaplan et al. 2005) und Transforming Growth Factor beta (TGF-β) (Hiratsuka et al. 
2006) vorbereitet. Diese löslichen Faktoren führen zu einer Hochregulierung von 
inflammatorischen Zytokinen wie stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) und S100A8 
(Hiratsuka et al. 2006), welche ihrerseits Knochenmark-abgeleitete hämatopoetische 
Stammzellen anlocken (Srikrishna 2012, Kaplan et al. 2005). Diese Knochenmark-
abgeleiteten Zellen sezernieren prämetastatische Faktoren wie 
Tumornekrosefaktor α (TNF-α), MMP-9 und TGF-β (Kaplan et al. 2005, Kim et al. 
2009, Hiratsuka et al. 2002). Über eine HIF-regulierte Lysyloxidase (Wong et al. 
2011) werden Fibroblasten aktiviert, die Fibronektin sezernieren, ein wichtiges 
Adhäsionsprotein in der prämetastatischen Nische (Erler et al. 2009). Die 
Lysyloxidase ist weiterhin verantwortlich für Kollagen IV-Verbindungen in der 
Basalmembran der Lunge und weitere Modifizierungen der extrazellulären Matrix 
(Erler et al. 2009). So wird eine Umgebung geschaffen, die Zellanziehung, 
Tumorzelladhäsion und Invasion fördert. 
Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass von Tumorzellen freigesetzte Exosomen 
durch Regulation der Tumorumgebung einen entscheidenden Einfluss auf die 
Metastasierung haben können. Exosomen sind kleine, von Zellen abgegebene 
Membranvesikel, die eine Rolle bei der Zell-Zell-Kommunikation spielen (Alderton 
2012, Thuma und Zoller 2014). In den Membranvesikeln enthaltene Proteine, RNAs 
und miRNAs der Ausgangszelle regulieren nach Aufnahme in die Zielzelle 
verschiedene Prozesse (Simpson et al. 2009). Für NZK-Zellen konnte in Studien in 
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vitro und in vivo an Mäusen gezeigt werden, dass Exosomen von Endothelzellen 
aufgenommen werden, die dadurch erhöhte Angiogenese- und Metastasierungsraten 
aufweisen (Grange et al. 2011, Zhang et al. 2013). Zusätzlich konnte in einer Studie 
von Ono et al. 2014 in einer Mammakarzinom-Zelllinie belegt werden, dass in 
Exosomen verpackte miR-23b metastasierte Zellen in ein Ruhestadium in der 
metastatischen Nische versetzen und somit die Wirksamkeit von Chemotherapeutika 
auf Metastasenzellen vermindern (Ono et al. 2014). Yet et al. konnten 2014 aus dem 
Blutserum von Patienten mit einem Nasopharyngeomkarzinom Exosomen 
extrahieren und unter anderen miRNAs (miR-24-3p, miR-891a, miR-106a-5p, miR-
20a-5p und miR-1908) nachweisen, die bekannt sind für die Modifizierung von 
Zellproliferation und Differenzierung (Ye et al. 2014).  
Zusammenfassend müssen weitere Untersuchungen daher klären, ob das miRNA-
Profil der Tumorzellen durch das Mikromilieu am Metastasierungsort entweder über 
freigesetzte lösliche Faktoren, oder über Exosomen reguliert wird. 
MiRNAs regulieren proteinkodierende Gene von Zellen innerhalb des bereits 
diskutierten Mikromilieus und der prämetastatischen Nische. Aber auch die mögliche 
Relevanz der miRNAs für die zirkulierenden Tumorzellen sollte diskutiert werden. 
Zirkulierende Tumorzellen mit Metastasierungspotential entstehen über die EMT oder 
bestehen nach dem intrinsischen Weg vom frühen Beginn der Tumorentwicklung an 
im Zellverband (Chaffer und Weinberg 2011). Denkbar ist, dass die Zellen 
tumorentitätsspezifisch mit gewissen Eigenschaften wie Adhäsionsmolekülen 
versehen werden, wodurch sie in Abhängigkeit vom Gewebe Metastasen bilden 
(Abbildung 28 B). Mit Hilfe von spezifischen Adhäsionsmolekülen könnten 
zirkulierende Tumorzellen organspezifisch an Mikrogefäße binden, oder 
organspezifisch einem chemischen Gradienten folgen. Somit wäre die Spezifität des 
Metastasierungsortes durch Eigenschaften der Tumorzellen definiert. Diese These 
unterstützend, konnte beim NZK in Mäusen gezeigt werden, dass Cadherin-11 bei 
der Knochenmetastasierung eine Rolle spielt (Satcher et al. 2014). Zusätzlich 
diskutiert werden kann, ob bei der Ansiedlung der Tumorzellen unabhängig vom 
Metastasenort eine einzelne der in Abbildung 28 mit A-B bezifferten Varianten zum 
tragen kommt oder ein Zusammenspiel dieser Möglichkeiten besteht. Möglicherweise 
kommen aber auch die von A-B bezifferten Varianten, abhängig vom 
Metastasierungsort zur Anwendung und somit würde der Metastasierungsort die 
Spezifität bestimmen. 
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Abbildung 28: Adaptationsmöglichkeiten von zirkulierenden Tumorzellen in einer fremden 
Umgebung, modifiziert nach (Chaffer und Weinberg 2011) 
 
Ein weiterer möglicher Zusammenhang zwischen dem Tumor und dem spezifischen 
Metastasenort besteht in der Ähnlichkeit der zirkulierenden Tumorzellen mit dem 
Ursprungsgewebe (Helzer et al. 2009). Es könnten somit vom Primärtumor 
unspezifisch unselektiert Zellen abgesiedelt und anschließend auf Grund ihrer 
Ursprungsgewebeähnlichkeit in dem Metastasenort aufgenommen werden. Die 
Metastasenorte müssten folglich bestimmte Eigenschaften besitzen, die dazu führen, 
dass sich Tumorzellen entitätsabhängig ansiedeln.  
Eine weitere Hypothese könnte darin bestehen, dass die zirkulierenden Tumorzellen 
entitätsunabhängig alle distalen Organe infiltrieren und die Merkmale der 
zirkulierenden Tumorzellen entscheiden über den Verbleib im Ruhestadium oder die 
Bildung einer Mikrometastase hin zu einer Makrometastase.  
 
Um die Relevanz von metastasenspezifischen miRNAs im klinischen Alltag nutzen zu 
können, wäre eine minimalinvasive Analyse der miRNAs in Körperflüssigkeiten (Blut 
oder Urin) von Patienten mit kzNZK von Vorteil. Bisher wurden zirkulierende stabile 
miRNAs im Serum (Chen et al. 2008), Plasma (Chen et al. 2008, Mitchell et al. 
2008), Speichel (Park et al. 2009), Urin (Hanke et al. 2010) und Muttermilch (Kosaka 
et al. 2010) nachgewiesen. In der Studie von Ono et al. 2014 konnte ein miRNA-
Muster in Exosomen nachgewiesen werden, das nachweislich am 
Metastasierungsort Tumorzellen in ein Ruhestadium versetzt und somit beeinflusst. 
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Nach aktuellem Kenntnisstand konnten miRNAs im Serum, Tumorbiopsien oder Urin 
analysiert werden, die einerseits Patienten mit einem NZK von Gesunden 
unterscheiden (Redova et al. 2012, Silva-Santos et al. 2013, Iwamoto et al. 2014) 
und anderseits Raumforderungen in der Niere differenzieren können (von 
Brandenstein et al. 2012, Youssef et al. 2011). Hier ist eine besondere 
Herausforderung, geeignete Referenzgene für die jeweiligen Körpersekrete zu 
bestimmen (Chen et al. 2013). Ein weiterer Vorteil von Körpersekreten ist die 
Möglichkeit der Wiederholung der Messung in zeitlichen Abständen, wodurch 
zirkulierende miRNAs als Verlaufs- als auch Therapiekontrolle sehr gut geeignet sein 
könnten. Des Weiteren könnten durch Blutuntersuchungen möglicherweise 
frühzeitige Diagnosestellungen zu Tumorprogress und Metastasierung getroffen 
werden, die bilddiagnostisch im frühen Stadium nicht detektierbar sind. 
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7. SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK 
 
Um miRNA-Änderungen in Metastasen zu untersuchen, wurde in der vorliegenden 
Arbeit die Expression von miRNAs in Fernmetastasen vergleichend zu 
Primärtumoren und gesundem Nierengeweben als Kontrolle analysiert. 
 
Bezugnehmend auf die Zielstellung dieser Arbeit resultieren folgende 
Schlussfolgerungen: 
1) Die in den Microarrayanalysen detektierten miRNA-Expressionsunterschiede 
zwischen Lungenmetastasen und Primärtumoren konnten durch die qRT-PCR 
von kryokonservierten Geweben für alle vier Kandidaten-miRNAs bestätigt 
werden. In einer unabhängigen Analyse unter Verwendung von FFPE-
Geweben als Ausgangsmaterial zeigten 3 der 4 miRNAs reproduzierbare 
Ergebnisse, allerdings mit geringeren fold changes als in kryokonservierten 
Proben. Damit konnte diese Arbeit die zukünftige Verwendung von FFPE-
Proben für Microarrayanalysen und qRT-PCR bestätigen. 
2) MiR-10b und miR-615 weisen in Metastasen unabhängig vom 
Metastasierungsort eine signifikant veränderte Expression auf. Diese 
Ergebnisse weisen auf eine generelle Funktion von miR-10b und miR-615 im 
komplexen Prozess der Metastasierung hin. 
3) Es konnten spezifische Unterschiede in der miRNA-Expression in 
Abhängigkeit vom Metastasierungsort am Beispiel der miR-199b belegt 
werden. Die miRNA-Expression wird offensichtlich durch spezifische 
Prozesse oder Eigenschaften der Tumorzellen an verschiedenen 
Metastasierungsorten beeinflusst. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 
Hypothesen für die ortsspezifische Expressionserhöhung von miR-199b in 
Lungenmetastasen aufgestellt, die in zukünftigen Studien untersucht werden 
sollten.  
 
Trotz des hohen Wissenszuwachses auf dem Gebiet der miRNAs gibt es noch viele 
Herausforderungen und offene Fragen. Diese initiale Studie belegt, dass durch die 
molekulare Analyse von Metastasen, insbesondere auf der miRNA-Ebene, wichtige 
Erkenntnisse zum besseren Verständnis der Metastasierung gewonnen werden 
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können. Weitere Analysen sind essenziell, um die klinische Relevanz der hier 
untersuchten deregulierten miRNAs in unabhängigen, größeren Patientenkohorten 
zu überprüfen. Dabei sollten zum einen die miRNA-Expressionsänderungen in 
unterschiedlichen Metastasenorten in Verbindung mit den dazugehörigen 
Primärtumoren näher untersucht werden, um den verschiedenen Metastasen der 
kzNZK spezifische miRNA-Profile zuordnen zu können. Zum anderen sollten die 
spezifischen Targets deregulierter miRNAs und die dadurch beeinflussten 
Signalwege identifiziert werden. Somit könnte die funktionelle Relevanz dieser 
miRNAs in den Prozessen am Metastasenort besser verstanden werden. Daraus 
könnten sich neue Therapieoptionen entwickeln, die effektiv der Metastasierung in 
den tumorentfernten Organen entgegenwirken und somit die Prognose der Patienten 
deutlich verbessern könnten. 
Mit dem Ziel, miRNAs als klinische Marker verwenden zu können, konnten Studien 
darlegen, dass miRNAs nicht nur in Geweben, sondern auch von Zellen freigesetzt 
(in Exosomen verpackt oder an Proteine gebunden) in verschiedenen 
Körpersekreten detektiert werden können. Daher haben zirkulierende miRNAs, frei 
oder an Exosomen gebunden, ein großes Potential als diagnostische, prognostische 
oder prädiktive Marker dienen zu können.  
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